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Versuche 
zur Bestimmung des Phenylalanins auf oxydativem Wege. 


Von 
G. Kollmann. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie im Wiener physiologischen 
Universitatsinstitut. ) 


(Eingegangen am 28. Dezember 1927'.) 


Der Arbeitsrichtung des Instituts, dem die’ Ausarbeitung quan- 
titativer Bestimmungsmethoden einiger zyklischer Aminosiiuren ge- 
lungen wai, entsprach es, den langgehegten Gedanken der quantitativen 
Bestimmung des Phenylalanins als Benzoesdure einer experimentellen 
Priifung zu unterziehen. 

Bereits in den Arbeiten von Schulze, Barbieri und Bosshard’, 
sowie von Seemann*®, wird das Vorkommen von Benzoeséure bei der 
Oxydation von EiweiB zum Nachweis von Phenylalanin verwendet. 
Die bald darauf folgende Entdeckung der Estermethoden hat das 
allgemeine Interesse von den Vorgangen bei der Oxydation des EiweiBes 
abgelenkt. 

Wir muBten uns zundchst Klarheit dariiber schaffen, ob es méglich 
sei, Phenylalanin quantitativ in Benzoesiure tiberzufiihren. Weiterhin 
war festzustellen, ob das EiweiBmolekiil andere Komponenten ent halt, 
welche etwa bei der Oxydation Benzoesiure liefern, oder sich stérend 
geltend machen kénnten. 


Nebenbei haben wir uns auch bemiiht, uns iiber den Ablauf und 
Umfang des Oxydationsvorganges zu orientieren. AnschlieBend daran 
wurde auf mehreren Wegen versucht die giinstigsten Bedingungen 

' Zeitschr. f. physiol. Chem. 9, 63, 1885. 

2 Ebendaselbst 44, 229, 1905. 
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der Phenylalaninbestimmung auszuarbeiten. Die so gewonnenen 
Erfahrungen wurden durch Zusatzversuche von reinem Phenylalanin 
zu Eiweibhydrolysaten sichergestellt. SchlieBlich wurde eine Anzah| 
von Eiweibkérpern nach der gefundenen Methode analysiert. 


I. Oxydationsversuche mit reinem Phenylalanin. 


Das Material war zum Teil kaufliches, chemisch reines Pheny]- 
alanin von Schuchardt, dessen Reinheit nachgepriift wurde, zum Teil 
synthetisch aus Benzylmalonsiure dargestelltes Phenylalanin', wobei 
man Benzylmalonsiure bromiert, aus der gewonnenen Benzylbrom- 
malonsaure durch Kohlenséureabspaltung zur Phenylbrompropionsiure 
gelangt und diese mit NH, in Phenylalanin umwandelt. 


Als Oxydationsprodukt des Phenylalanins wird von EF. Fischer? 
Phenylacetaldehyd angegeben, welcher sich bereits in sehr kleinen 
Mengen durch seinen Geruch verrat. Bei weiterer Oxydation tritt 
nach EF. Schulze und Barbieri® Benzoesiure auf. 

a) Da ziemlich weitgehende Oxydation anzustreben war, wurden 
zuerst Versuche mit Kaliumpermanganat in saurer Lésung vorgenommen. 


Zur Oxydation von 1g Phenylalanin sind etwa 2g Kalium- 
permanganat notwendig. Die Oxydation fand in einem Jenaer Rund- 
kolben mit aufgesetztem RiickfluBkiihler statt. Gleich nach dem Heib- 
werden der Lésung tritt der an Benzaldehyd erinnernde Geruch des 
Phenylacetaldehyds auf und erscheinen kleine weibe Trépfchen an 
den Kiihlerwinden. Nach fiinf- bis sechsstiindiger Oxydation wurde 
die erkaltete Lésung mehrmals, bis zur Erschépfung, mit Ather aus- 
geschiittelt, der Ather vollstandig tber gegliihtem Natriumsulfat 
getrocknet, filtriert und sodann abgedunstet. Als Riickstand blieb eine 
stets mit éligem Aldehyd verunreinigte Kristallmasse zuriick, deren 
Ausbeute wechselte. 

Versuchsresultate . 

1. 0.4343 g Phenylalanin ergeben 0,2822g (eines Gemisches von 
Benzoeséure und Aldehyd). Da theoretisch 1 g Phenylalanin 0,74 g Benzoe- 
séure entspricht, so war die Ausbeute 87,8 %. 

2. 0,5768 g Phenylalanin ergeben 0,3036g¢ Benzoesiure +- Aldehyd. 
Ausbeute 71,1 %. 

3. 0,6215g¢ Phenylalanin ergeben 0,2984g Benzoeséure 4- Aldehyd. 
Ausbeute 65%. 

In den naéchsten Versuchen wurde durch Titration mit n/10 Natron- 
lauge festgestellt, wieviel von dem Gemisch auf Benzoeséure entfallt. 


' Abderhalden, Physiol. Prakt. 3. Aufl., 1922, 8S. 132. 
2 KE. Fischer, Ann. d. Chem. u. Pharm. 365, 7, 1909. 
8 Zeitschr. f. physiol. Chem. 9, 63, 1885. 
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Bestimmung des Phenylalanins auf oxydativen Wege. 3 


4. 0,7193g Phenylalanin ergaben 0,4322 ¢ Benzoesiure + Aldehyd. 
\usbeute 8$1,2°%. 27.7 cem n/10 Natronlauge entspricht 0.3380 ¢g Benzoe- 
sure, also in Wirklichkeit 68,5 %%. 

Durch Abpressen auf einem Tonteller und mehrmaliges Umkristalli- 
sieren aus Alkohol gelang es, die Benzoeséure zu identifizieren. (Schmelz- 
punkt und Silbergehaltbestimmung des Silbersalzes.) 

b) Um eine vollkommene Oxydation zur Benzoesiure zu erzielen, 
wurde als Oxydationsmittel bei weiteren Versuchen Kaliwmbichromat 
in schwefelsaurer Lésung, und zwar in der Konzentration des Beck- 
mannschen Gemisches verwendet. 

Das Beckmannsche Gemisch enthalt 20 Gewichtsprozente Kalium- 
bichromat und 17 Gewichtsprozente Schwefelsiure. 1 Mol Bichromat 
liefert 3 Atome Sauerstoff. 1g Phenylalanin braucht etwa 3g Bi- 
chromat zur Oxydation zur Benzoesaure. 

Im Laufe der Versuche erwies sich fiir unsere quantitativen Be- 
stimmungen die Verwendung eines gewohnlichen Liebigkihlers, doch 
von geniigender Linge, als zweckmaBig, da er leicht auswaschbar ist. 
Um Verluste bei der Extraktion zu vermeiden, wurde diese im rotierenden 
Lindtextraktionsapparat vorgenommen. 

Die endgiiltige Methodik stellte sich demnach folgendermaBen dar: 

Nach Zusatz der dem eingewogenen Phenylalanin entsprechenden 
Menge Beckmannschen Gemisches wurde im Jenaer Rundkolben mit 
aufgesetztem Liebigkiihler 5 bis 6 Stunden auf dem Babopblech zum 
leichten Sieden erhitzt. Gleich nach dem ersten Sieden erscheinen 

die weiBen Trépfchen an der Kiihlerwand. ,Das Erhitzen ist so zu 
regulieren, daB diese Trépfchen nie'iiber das untere Drittel des Kiihlers 
gelangen, da sonst Verluste auftreten. Gegen Ende der oben angegebenen 
Zeit verschwinden die Trépfchen. Nach dem Erkalten schwimmen oft 
weiBe Kristallnadeln auf der Oberfliche der Oxydationsfliissigkeit. 
Diese wird jetzt ohne Verluste (Nachwaschen auch des Kiihlers) in 
den Lindtapparat gespiilt und der Extraktion mit Ather unterworfen, 
die nach 3 Stunden vollstandig beendet ist, wie mehrfache Nach- 
priifungen zeigten. Nach dem Erkalten wird der Ather quantitativ 
auf gegliihtes Natriumsulfat gebracht und nach einigen Stunden ab- 
filtriert ; der so getrocknete Ather wird vorsichtig auf dem Wasserbad 
oder nur leicht erhitztem Sandbad abgedunstet, wobei es zweckmaBig ist, 
nachdem der gréBte Teil verdunstet ist, in ein Wageglaschen mit breiter 
Bodenflache und nach oben zulaufenden Wanden iiberzuspiilen und bei 
Zimmertemperatur zur vollstandigen Trockenheit verdunsten zu lassen. 

Auf diese Weise gelang es, Phenylalanin in chemisch reine Benzoe- 
siure mit einer durchschnittlichen Ausbeute von 95,.2°, (s. unten) 
iiberzufiihren. Die gewonnene Benzoesiure wurde durch Schmelzpunkt 
und Silbergehalt des Ag-Salzes identifiziert: (Schmelzpunkt 122°, das 
Silbersalz enthielt 47,05°,, Ag). 
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Versuchsresultate. ' 

Oxydation mit Kaliumbichromat, Kugelkiihler, Schiitteltrichter: 

|. 1,2849 g Phenylalanin ergaben 0,7637 g Benzoeséiure. Ausbeute 80,3 °,,. ‘ 
2. 0,5702 g a »  0,3652¢ = ns 86,6 °,. 

Liebigkiihler: | 

3. 0,8433 ¢ Phenylalanin ergaben 0.5813 ¢ Benzoesiiure. Ausbeute 93,1 °, ‘ 

4. 14773 ¢ am ~ 0.9192 ¢ os is 84,1 °,. 8 

Extraktion mi Lindtapparat. I 

1. 1,3968 g Phenylalanin ergaben 1,0499 ¢ Benzoesiure. Ausbeute 102.0°,. é 
2. 0,8663 ¢ = 0.5822 ¢ is és 90.8 °.. 

3. 0,6946 ¢ “a - 0,4931 g¢ m ” 95,9 °,. a 

4. 0,4791 ¢ a - 0.3340 ¢ a ss 94,2 %. \ 

5. 0.9017 g - = 0.6144 ¢ _ os 92,1 %. y 

6. 0,5682 ¢ os o 0.4034 & a m 95,9 ©... a 

7. 0,7424¢ ee: »  0,5402 ¢g . ‘ 98,4 °,.. € 
8. 0,4380 ¢ a » 0,299] ¢ ss se 92,3 %. 

9. 0,7005 g vi »  0,488l¢ - 4 94,2 %. t 

} 

Il. Oxydation von Tyrosin und Tryptophan. 
Oxydationsversuche mit reinem T yrosin verliefen vollstandig negatiy 

in bezug auf Ausbeute einer atherléslichen Substanz. ; 


Oxydationsversuche mit Tryptophan ergaben minimale Spuren 
einer scholligen Substanz und etwas Essigsiure. Da die Versuche mit e 
etwa je 0,5g Tyrosin und je 1g Tryptophan vorgenommen wurden 
und andere EiweiBbestandteile als Benzoesiurebildner woh! nicht in 
Betracht kommen, ist anzunehmen, daB die ganze bei der Oxydation 
des EiweiBes entstehende Benzoesiure auf Phenylalanin §zuriick- 
zufiihren ist. 


4 
y 


eS 
a: < 


Ill. Zur Methodik der EiweiBoxydation. 


e 
| Beim Ubergang zu den Versuchen mit EiweiBkérpern waren 

manche Schwierigkeiten zu erwarten, manche ergaben sich erst wahrend c 
der Arbeit. 

n 

Firth! gibt als atherlésliche Endprodukte der sauren Bichromat- n 

oxydation an: ti 

Niedere Fettsiuren von der Essigséure bis zur Capronséure und r 
Benzoeséure. 

Von vornherein war daher anzunehmen, daB sich Schwierigkeiten bei 8 

der Trennung speziell der Benzoesiure von der Isovalerianséure ergeben . 

wiirden. Nach Durchsicht der betreffenden Literatur ergab sich als L 


' Abderhaldens Biochem. Handb. 4, 207, 1911. 
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Bestimmung des Phenylalanins auf oxydativern Wege. d 


theoretisch médgliche Trennungsmethode die Nwrierung. Bekanntlich ist 
die Benzoeséure leicht nitrierbar, wihrend die Isovalerianséure nur duBerst 
schwierig in ein Nitroprodukt tiberzufiihren ist. Eine praktische Trennung 
auf Grund dieses Prinzips erschien jedoch sehr wenig verlockend. 

Remy* gibt eine jodometrische Bestimmung der Benzoesdure an, wobei 
Entstehung von Monojodbenzoeséure behauptet wird. Da eine solche 
Reaktion fiir die Trennung der Benzoesiéure von der Isovalerianséure 
von Wert sein kénnte, wurde eine Nachpriifung vorgenommen. Es ergab 
sich jedoch in dem Reaktionsprodukt nach der Vorschrift von Remy nicht 
eine Spur von Jod, so daB diese Methode nicht in Betracht kommen konnte. 
Die angegebene Bestimmungsmethode ist wohl nichts anderes als die 
gewohnliche Jodid-Jodatbestimmung von Carboxylionen. 


Die praktische Ausfiihrung eines EiweiBoxydationsversuches zeigte 
aber, daB die Reingewinnung der Benzoesdiure einfach durch Aus- 
waschen mit benzoesiuregesittigtem Wasser gelingt. Benzoesiure- 
gesiittigtes Wasser wurde deswegen verwendet, um durch die, wenn 
auch geringe Wasserléslichkeit der Benzoesiure, keine Verluste zu 
erleiden. 

Um ein eventuelles Auftreten von Verlusten bei der Benzoesaure- 
bestimmung, beim gleichzeitigen Vorhandensein von Isovalerianséure oder 
Bernsteinséure neben Benzoesiure auszuschlieBen, wurden Versuche mit 
Gemischen dieser Saéuren vorgenommen. 


Versuchsresultate. 
1. 1,5698 g Bernsteinsiure und 1,2562g Benzoeséure ergeben 1,2128 g¢ 
Benzoesaure. Ausbeute 97%. 
2. 1,7931 g Benzoeséure + 1,5527 g Isovalerianséiure in wasseriger Lésung 
ergeben 1.7168 ¢ Benzoesiure. Ausbeute 96°). 


Die Oxydationsversuche mit unhydrolysiertem Eiweif, die allerdings 
nur beim Casein ausgefiihrt wurden, ergaben derart voneinander ab- 
weichende Resultate, daB sofort zur Hydrolyse vor der Oxydation 
iibergegangen und diese Methode bei allen iibrigen EiweiBversuchen 
eingehalten wurde. 

Eine andere, nicht vorhergesehene Schwierigkeit besteht bei der 
Oxydation einiger EiweiBkérper darin, daB dieselben mehr oder weniger 
mit Fett verunreinigt sind. Daher ist auch die gewonnene Benzoesaure 
mit Fettséuren verunreinigt. Selbst die mehrtagige Entfettung der 
trockenen EiweiBkérper im Soxhletapparat geniigt durchaus nicht. 
Dieser technischen Schwierigkeit, die die ganze Met hode in Frage stellite, 
gelang es dadurch beizukommen, daB das Eiwei’hydrolysat, also die 
saure, héhere Fettsiuren enthaltende Lésung der Aminosduren im 
Lindtapparat ausgeithert wurden. DaB auch nach mehrmaliger 


1 Remy, Apothekerzeitschr. 26, 835-836. 
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Soxhletierung im trockenen Zustande durch nachherige Extraktion 
des Hydrolysats im Lindtapparat noch immer reichliche Mengen von 
hohen Fettsauren entfernt werden kénnen, zeigt quantitativ das unten 
angefiihrte Beispiel des Zeins. 

Um auch gréBere Mengen von Hydrolysenfliissigkeiten verarbeiten 
zu kénnen, wurde dem Lindtapparat am unteren Ende des Zylinders 
eine halbkugelférmige Erweiterung von 500 com Volumen angeschmolzen 


Die endgiltige Methodik war nun folgende: 


Das betreffende EiweiB wurde zuerst durch Soxhletierung im 
trockenen Zustande méglichst von Fett befreit, sodann zur Wagung 
gebracht. Die Hydrolyse wurde durch 30 Stunden mit Schwefelsiure 
von 25 Gewichtsprozenten in der zehnfachen Menge des zu hydro- 
lysierenden Stoffes vorgenommen. Die Hydrolysenfliissigkeit wurde 
sodann in ein bis zwei Portionen im Lindtapparat durch 3 Stunden 
ausgedthert, die im Ather enthaltenen Fettsiuren nach Verdampfen 
desselben durch Wagung bestimmt, da die eingewogene Menge Eiweil 
noch um diese Zahl zu vermindern ist. Die so ausgeaétherte Hydrolysen- 
fliissigkeit ist, bevor sie der Oxydation unterworfen wird, vorher noch 
unbedingt von den in ihr enthaltenen Atherresten, am besten durch 
Erwirmen am Wasserbad, zu befreien. Um nun die Oxydation vor- 
zunehmen, ist so viel Bichromat zuzusetzen, als fiir die vollkommene 
Verbrennung des Eiweibes notwendig ist, dann die noch fiir die Er- 
reichung der Konzentration des Beckmannschen Gemisches not wendige 
Schwefelsiuremenge hinzuzufiigen und sodann das Volumen so zu 
régulieren, daB sowohl in bezug auf Bichromat als auch auf Schwefel- 
siure die Konzentration des Beckmannschen Gemisches eingehalten 
wird. Die Oxydation wird in einem Jenaer Rundkolben mit aufgesetztem 
Liebigkihler auf dem Baboblech durch 5 bis 6 Stunden vorgenommen. 
Bei den an Phenylalanin reicheren EiweiBkérpern tritt auch hier nach 
dem Erhitzen die Bildung von weiben Trépfchen im Kiihler auf, die 
nach Beendigung der Oxydation verschwinden. Nach dem Erkalten 
wird die Oxydationsflissigkeit ohne Verluste in den Lindtapparat 
tibergespiilt (Kiihler nachgewaschen) und dort 3 Stunden ausgeathert. 
Der Ather wird nach dem Erkalten auf gegliihtes Natriumsulfat gebracht. 
nach dem Trocknen in eine flache Glasschale filtriert, sodann am Wasser- 
bad bzw. elektrischen Sandbad vorsichtig eingeengt und nach Ab- 
dampfen des gréBeren Teiles die letzten Reste vorsichtig bei Zimmer- 
temperatur abgedunstet. Es restiert eine mit einer scharf riechenden 
Flissigkeit in geringer Menge vermischte Kristallmasse, die aus Benzoe- 
siure mit Isovalerianséure- und Essigsiurebeimengung besteht. Diese 
Kristallmasse wird nun mit benzoesdiuregesiittigtem Wasser versetzt 
und 24 Stunden stehengelassen. 
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Bestimmung des Phenylalanins auf oxydativem Wege. r 


Die nun schén blatterig ausgefallene Benzoesiure wird durch 
einen Glasgooch filtriert und einigemal mit benzoesdurehaltigem 
Wasser gewaschen. Nach Trocknen an der Luft wird im elektrischen 
Thermostaten bei 60° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Eine 
nochmalige Umkristallisierung aus Ather oder itiber wasserfreiem 
Kupfersulfat getrockneten Chloroform ergibt keine besseren Resultate. 


IV. Oxydation von Proteinen. 
Casein. 

Zur volikommenen Oxydation von Casein sind etwa 10g Kalium- 
bichromat notwendig. Zur Orientierung ist bei den ersten Versuchen 
stets die angewendete Menge Bichromat, Schwefelsiure und Wasser 
angegeben. 

1. Versuch. 23.32 g hydrolysiertes Casein in 240ccm 25° iger 
Schwefelsiure (H ydrolysenfliissigkeit); zvugesetzt wurden 240 g Kalium- 
bichromat, 144g konzentrierter Schwefelsiure und das ganze auf 
1200 com mit Wasser aufgefillt. Resultat 0.4632 g Benzoesiure ent- 
sprechend 60,6258 g Phenylalanin 2,68 °,,. 


2. Versuch. Dieselbe Menge Casein ergab 0.5251 g Benzoesiure 


entsprechend 0,7096 g Phenylalanin. 3,04°,,. 

3. Versuch. 274g Casein in 290cem 25°, iger Schwefelaiure: 
zugesetzt wurden 280g Kalivmbichromat, 166g Schwefelsdure, auf- 
gefiillt mit Wasser auf 1400 ccm. 0.6514 g Benzoesiure, entsprechend 
0.8803 g Phenylalanin. 3,.2°,,. 

4. Versuch. VDieselbe Menge ergab: 0.6891 g Benzoesaure, ent- 
sprechend 0.9312 g Phenylalanin. 3,4°,,. 

Es ist zu bemerken, daB das Hammarstensche Casein fast voll- 
kommen fettfrei ist, so daB weder die Soxhletierung im trockenen 
Zustande noch die Ausitherung nach der Hydrolyse im Lindtapparat 
wagbare Mengen von Fett bzw. Fettsiure ergibt. 


Die in der Literatur! vorliegenden Angaben sind 2,75 bis 3.2°,,. 


Fibrin (selbst bereitet). 

1. Versuch. 48,68 g in 490 cem 25°, iger Schwefelsiure. Zugesetzt 
wurden 490g Kaliumbichromat, 290 ccm Schwefelsiure, mit Wasser 
aufgefiillt auf 2450g. Resultat: 0.7051 g Benzoesiure entsprechen 
0.9528 g Phenylalanin. 1,96°,,. 


' E. Fischer, Zeitschr. t. physiol. Chem. 38, 151, 1901; Abderhalden, 
ebendaselbst 44, 17, 1905; Abderhalden und Langstein, ebendaselbst 66, 
8. 1910; Abderhalden und Schittenhelm, ebendaselbst 47, 458, 1906. 
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2. Versuch. *°.72 g in 540 com 25°, iger Schwefelsiure. Zugesetzt 
wurden 540g Bi * mat und 324g Schwefelsiure, aufgefillt mit 
Wasser auf 2700 c: Resultat: 0.8967 g Benzoeséure, entsprechend 
1.212: ¢ Phenylalanin. 2,26°%,. 


Dio siteratur.thlen! sind 1,2, 2.5%. 


Lequmin (Merk). 


1. Ve » 18,1052 g in 180 g 25°, iger Schwefelsiure. Zugesetzt 
wurerss “Sie saliumbichromat, 108 g Schwefelsiure, mit Wasser auf- 
gefiilit an, ‘*sscem. Resultat: 9.7093 g Benzoesiure, entsprechend 
0.9585 g TP. ovivsanin. 53°. 

2. Versuch. 15,7380 g in 155 ccm 25 °,iger Schwefelsiure. Zugesetzt 
wurden -55g Kaliumbichromat, 92 g Schwefelsiure, mit Wasser auf- 
gefiillt auf 775cem. Resultat: 0.5626 g Benzoesiure entsprechend 
0.7603 g Phenvlalanin. 48°. 


Kdufliche wife Gelatine. 

1. Versuch. 16,71g. Resultat: 0.0252 g¢ Benzoesaure, entsprechend 
0.0341 g Phenylalanin. 0.2%. 

2. Versuch. 47,15g. Resultat: 0.1011 g Benzoesiure, entsprechend 
0.1366 g Phenylalanin. 0,29°%,. 

Literaturangabe?: 0.4%. 

Allerdings sind die Reinheitsgrade speziell bei diesem Material 
auBerordentlich schwankend, sowohl was den EiweiSgehalt als auch 
den Fettgehalt betrifft. 


Edestin (Merk). 

1. Versuch. 19,24g. Resultat: 0,4569g Benzoesiure, entsprechend 
0.6174 g Phenylalanin. 3.21%. 

2. Versuch. 24,68g. Resultat: 0,6802g Benzoesaiure, entsprechend 
0.9192 g Phenylalanin. 3,73°,. 

Die Literaturzahlen*® sind 2,4 bis 4%. 

Zu bemerken ist, daB dieser EiweiBkérper in sehr reinem Zustande 
vorlag. 

1 Brunner, Inaug.-Dissert. Berlin 1905; Abderhalden und V ottinovici, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 368. 1907. 

2 E. Schulze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 9, 120, 1884; Spiro, Beitr. z. 
chem. Physiol. u. Pathol. 1, 347, 1901; BE. Fischer, Levene und Aders, Zeitschr 
f. physiol. Chem. 85, 70. 1902. 

8 Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 499, 1903; 40, 249, 1903; 
Abderhalden und Rostocki, ebendaselbst 44, 265, 1905; Abderhalden und 
Reinbold, ebendaselbst 44, 284, 1905. 
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Bestimmung des Phenylalanins auf oxydativem Wege. +] 


Hadmoglobin (kiuflich). 


1. Versuch. 31,29g. Resultat: 0.7871 g Benzoesaure, entsprechend 
1.0637 g Phenylalanin. 3,4°,. 

2. Versuch. 39,35g. Resultat: 1.0884 g¢ Benzoesiure, entsprechend 
1.471 g Phenylalanin. 3,74°,,. 


Literaturangaben fiir Globin 3,5, 4,2°,'. 


Zu bemerken ist, dab dieser EiweiBkérper zi mlich fettreich war, 
so daB sowohl die Soxhletierung im trockenen Zustande als auch die 
Ausatherung im Lindtapparat nach der Hydrolyse ziemlich betrichtliche 
Mengen Fett baw. Fettsiuren ergab (etwa 9°). Die Resultate beziehen 
sich stets auf die fettfrei berechnete Substanz. 


Zein. 

Dieser EiweiBkérper, der bekanntlich alkoholléslich ist, wurde 
nach folgender Vorschrift? hergestellt : 

Extraktion von Maismehl mit Alkohol. EingieBen des Extraktes in 
Wasser, Reinigen vom Fett. 

Nach dreimaliger mehrstiindiger Ausitherung im Soxhletapparat 
wurde hydrolysiert. Nach der Hydrolyse wurde im Lindtapparat 
ausgedthert. Im Ather waren noch 27,1°%, Fettsaure gelést. 

1. Versuch. 18,16g. Resultat: 0.8464 g Benzoesiure, entsprechend 
1,1438 g Phenylalanin. 6,3°,. 

2. Versuch. 14,.25¢. Resultat: 0.7105 g Benzoesiure, entsprechend 
0.9601 g Phenylalanin. 6,74°,. 


Die Literaturangaben® sind 4,87 bis 6,96°,. 


Zusatzversuche. 


1. 4,664 g Casein in 50 cem 25 %iger Schwefelséure wurden 0,7175 g Phenyl- 
alanin zugesetzt. Dazu 55g Kaliumbichromat, 34 g Schwefelséiure, mit 
Wasser aufgefiillt auf 275ccm. Resultat: 0,6010g¢ Benzoesiure, ent- 
sprechend 0,8123 gq Phenylalanin gefunden. 0,8673 q Phenylalanin be- 
rechnet. 


to 


. 9,328 g¢ Casein in 100cem 25%iger Schwefelsiure wurden 1,5775 g 
Phenylalanin zugesetzt. Dazu 110g Kaliumbichromat, 68 g Schwefel- 
siure, mit Wasser aufgefiillt auf 550cem. Gefunden 1.916 q Phenyl- 


alanin. Berechnet 1,8772 q Phenylalanin. 


1 Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 484, 1903; Abderhalden 
und Baumann, ebendaselbst 51, 397, 1907. 

2 Osborne und Harris, Journ. of the Amer. Soc. 25, 323, 1903. 

3 Osborne und Clapp, Amer. Journ. of Physiol. 20, 477, 1908; Osborne 
und Jones, ebendaselbst 26, 212, 1910; Langstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
87, 508, 1903. 
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Die nach obiger Methode gefundenen Phenylalaninwerte sind als 
Minimalzahlen anzusehen, und zwar deshalb, weil erstens die Eiweif- 
kérper nicht in absolut reinem Zustande vorliegen, und zweitens nw 
etwa 95,2°,, des Phenylalanins in Benzoesaure iibergehen. Die Vorteile 
gegeniiber der Estermethode liegen einerseits in der einfacheren 
Prozedur und andererseits, was nicht zu unterschitzen ist, in dem 
bedeutend geringeren Materialverbrauch. Geniigen doch fiir diese 
Bestimmung etwa 15 bis 20g Eiweib, waihrend die Estermethode mit 
Mengen von 500 bis 2000 ¢ arbeitet. 





V. Versuche itiber den zeitlichen und quantitativen Ablauf der Bichromat- 
oxydation von Eiwei8. 

Kine Orientierung tiber obige Vorginge war, ganz abgesehen 
davon, daB quantitative Angaben nicht existieren, deswegen erwiinscht, 
um exakt die zur Oxydation notwendige Zeitdauer festzustellen. Casein 
Hammarsten' hat folgende Zusammensetzung: C 54%, H 7,04%, 
N 15.6%, 8S 0.77%, P 0.84°,. O 21.74%. Es entspricht dies einer 
Relation von: Cg5H,Ny.0O;.4. 

Zur vollkommenen Verbrennung sind 9.6 Atome Sauerstoff not- 
wendig. Es sind also zur vollen Verbrennung von | g chemisch reinem 
Casein 8.85 g Kaliumbichromat notwendig. 

Der Verbrauch an Kaliumbichromat wurde jodometrisch bestimmt : 
K,Cr,0, + 6KJ + 4HCl = 8KCl + 2Crl, + 7H,O + 34, 
K,Cr,0, 

6 


49.03. Der UberschuB wird mit Thiosulfat zuriick- 


lJ 
titriert. 

Zuerst wurde der Titer der reinen Kaliumbichromatlésung gestellt : 
lcem = 0,08008¢ Kaliumbichromat entspricht 17,5ccm Natriumthiosulfat. 

1. Versuch. 29,8776 ¢ Kaliumbichromat, 172 ccm 17° iger Schwefel- 
siurelésung (Gesamtvolumen) und 3,14 g Casein. 

leem dieser Lésung entspricht 37,95 cem Natriumthiosulfat; 1 cem 
dieser Lésung enthalt 0,01825 g¢ Casein, sollte theoretisch verbrauchen 
zur vollen Oxydation: 0,1615 g Kaliumbichromat, entsprechend 35,29 cem 


Natriumthiosulfat. Nach vollkommener Oxydation miiBte leem der 
Lésung noch 37,95 minus 35.29 = 2,66 cem Thiosulfat entsprechen. Tat 
sichlich betrug der Titer fiir 1 cem der Fliissigkeit nach: 
i NN <6 sk nce Ge ee 202) > he ee 
weiteren 45 Minuton ...... . . 26,7 ,, 
o° 30 2 Or ea 
~ DS, 5 as, » 8 oe oe ee 
. 9 ” ore Age 
o 18 - ai * oa ele 
_ I cn oe dk! ie a oe 
* - att hth. | cae teehee Ot a 


, 1883; 9, 273, 1885. 


' Hammarsten, Zeitschr. ft. physiol. Chem. 7, 22 
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Bestimmung des Phenylalanins auf oxydativem Wedge. 1] 


Da das durch den chemischen ProzeB entstandene Wasser durch Ver 
diinnung eventuell fiir das Stillstehen des Prozesses verantwortlich gemacht 
werden kénnte, wurden zu 147cem des Gemisches 9%,4284¢ Kalium- 
bichromat und entsprechende Mengen Schwefelséure zugesetzt; der Zusatz 
entspricht pro Kubikzentimeter einem Titer von 14,02ccm Natrium- 
thiosulfat, dazu von friiher her pro Kubikzeutimeter 24,3, sonach in Summa 
38,32. Gefunden wurden nach einer halben Stunde eine Abnahme auf 37,0, 
nach weiteren 40 Minuten auf 36,.2cem; also keine weitere erheblich: 
Abnahme. 


2. Versuch. 


Nach % Stunde ........ . . 36,60cm 
weiterer 44 Stunde. . ... . . 26,9 
oe os Vy were ase" a) 54 
weiteren 3, Stunden. . . . . . 25,5 
90 Fa eee al ae 


3. Versuch. Titer. 


Sl, ee ae 
15 ro 5. Te: a ng! 
.. ae eee 
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Pe. 5 ae ee le ee ee 


4. Versuch. Titer. 


Nach 10 Minuten. . .. . 6 “oe: 6. ea 
- SE. Teh nw Ge duce “be sek Fe 
l oe 27 
l . 26,4 
l - ; 26 
PS kn Ge iw 6, 


Der ProzeB ist also praktisch nach | bis 2 Stunden vollkommen 
zum Stillstand gelangt, und die Verbrennung geht bei dieser Kon- 
zentration nur bis zu der oben gekennzeichneten Grenze. 


VI. Quantitative Bestimmung einiger bei der Bichromatoxydation aut- 
tretender Siiuren. 


Bestimmung der mit Wasserdampf fliichtigen Sauren: 


1. Versuch. 6,9 g Hamoglobin wurden der Oxydation unterworfen 
und sodann bis zum Verschwinden der sauren Reaktion (was mehrere 
Tage dauerte) Wasserdampf eingeleitet und das Ubergegangene mit 
Natronlauge titriert. 4,100ccm verbrauchten 11,48 cem n NaOH. 
Das Gewicht des Salzes betrug 1,3916 g, durch Austasten wurde nun 


gefunden, daB diese Werte am ehesten auf Valeriansdure stimmen. 
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1,136 g Valertansdure wiirde entsprechen 11,l4cem n Natronlauge; 
essigsaures Natrium 16,98 cem n Natronlauge; buttersawres Natrium 
12,62 cem n Natronlauge; capronsaures Natrium, 10,02 eem n Natron- 
lauge. 

2. Versuch. a) 18,65 g Casein mit Wasserdampf iibergetrieben: 
3,612 g Natriumsalz (valeriansaures Natrium) entspricht 2.971 g 
Valerianséure = 1,748 g C. 18,65 g Casein ist 10,07 g C. 

In Form fliichtiger Siuren wurden daher 17.35% des Kohlen- 
stoffs gefunden. 

b) Nach dem Ubertreiben der fliichtigen Sauren wurde mit Ather 
extrahiert und 1,791 g einer Substanz gefunden, welche nach allen 
physikalischen und chemischen Reaktionen der Bernsteinsdéure ent- 
spricht. 1,791 g Bernsteinsiure enthalten 0.7286 g C. 

Als Bernsteinsdure wurde daher 7.2 °;, des im Casein enthaltenen C 
festgestellt. 

c) Kohlensdurebestimmung. Die Bichromatoxydation wurde in 
einem Apparat vorgenommen, wie er zur Kohlenstoffbestimmung in 
Fliissigkeiten nach Messinger in der Modifikation von W. Stepp an- 
gewandt worden ist. 

1. Versuch. 3,6823 g Casein ergaben 2,3828 g Kohlensiure. 3.6823 g 
Casein enthalten 1,988 g C. 2,3828 g Kohlensiure enthalten 0,6499 g C. 


32,7 °,, des im Casein enthaltenen Kohlenstoffs fanden sich als Kohlensaure. 


2. Versuch. 1,84g Casein ergaben 32,2°, des Kohlenstoffs als 
Kohlensaure. 


VIL. Stickstoffabspaltung aus Aminosiuren als N H,. 


Da bei Versuchen mit EiweiB es unter gewissen Umstanden zur 
Bildung von stickstoffhaltigen Ringkérpern (Diketopiperazinen) kommt 
und ein solcher Vorgang fiir unsere Bestimmung deswegen von Wichtig- 
keit, ware, weil so ein Teil des Phenylalanins der Bestimmung verloren 
gehen kénnte, war nachzupriifen, ob es bei unserer Bestimmungs- 
methode zum Auftreten derartiger Kérper kommt. 

Diese Nachpriifung geschah dadurch, daB festgestellt wurde, ob 
der gesamte, in dem betreffenden EiweiBkérper enthaltene Stickstoff 
sich nach der Oxydation als Ammoniak wieder findet, d.h. ob alle Amino- 
gruppen durch die Oxydation zerstért werden. 

1. Versuch. a) Ein Teil des Hydrolysats, der 0,26 g Casein entsprach, 
wurde der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl unterworfen. Verbrauch: 
28,95 ccm n/10 Schwefelsiure entsprechen 15,6 °, Stickstoff (Gesamt- 
stickstoff des Caseins). 
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b) Ein Teil des Hydrolysats, der 0,407 g Casein entspricht, wurde 
der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl unterworfen.  Verbrauch: 
45,02 cem n/10 Schwefelsiure ist 15,50°,. 

2. Versuch. a) Ein Teil des Oxydationsgemisches, der 0.34 g 
Casein entsprach, wurde der Ammoniakbestimmung unterworfen., 
Verbrauch 37,82 ccm n/10 Schwefelsiure. 15,57°, des Caseins waren 
also als Ammoniakstickstoff zum Vorschein gekommen. 

b) 0.407 g Casein nach der Oxydation verbrauchten bei der 
Ammoniakbestimmung 45,02 ccm n/10 Schwefelsiure. 15,50°, des 
Caseins waren als Ammoniakstickstoff zum Vorschein gekommen. 


Nach obigen Versuchen ist also eine Bildung von Diketopiperazinen 
nicht anzunehmen, da praktisch die Gesamtmenge des im Casein ent- 
haltenen N schlieBlich im Oxydationsgemenge als N H, in Erscheinung tritt. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methode zur quantitativen Bestimmung des 
Phenylalanins in Proteinen angegeben, welche auf der Bildung von 
Benzoesiiure bei Oxydation mit Kaliumbichromat in saurer Lésung 
beruht. 

2. Dabei wird die gebildete Benzoesdiure mit Ather im rotierenden 
Lindtextraktionsapparat ausgezogen und nach Beseitigung  ver- 
unreinigender Substanzen durch Waschen mit gesittigter, wasseriger 
Benzoeséurelésung in reiner Form zur Wagung gebracht. UnerlaBlich 
ist die sorgfiltige Beseitigung von den den EiweiBkérpern haufig an- 
haftenden Fetten, die nyr durch Atherextraktion des Hydrolysats, nicht 
aber des trockenen Proteins als solchen gelingt. Die so gefundenen 
Zahlen kénnen insofern nur als Minimalzahlen gelten, als Versuche 
mit reinem Phenylalanin sowie Zusatzversuche zu Hydrolysaten nur 
eine mittlere Ausbeute von 95,2°, ergeben haben. 

3. Die Methode bietet der Estermethode gegeniiber, abgesehen 
von ihrer relativ bequemen Ausfihrbarkeit, noch insofern einen er- 
heblichen Vorteil, als weit geringere EiweiBmengen (15 bis 20 g) dazu 
erforderlich sind. 

4. Die Analyse einer Anzahl von Proteinen ergab fiir Casein einen 
Mittelwert von 3,10°,, Fibrin 2,11°,, Edestin 3,47°%, Hamoglobin 
3.57%, Zein 6,57°%, Legumin 5,10°%,, Gelatine 0,24 %. 


Die Resultate entsprechen ihrer GréBenordnung nach in der Regel 
den in der Literatur angefiihrten Werten. 

5. Es ergab sich, daB die Oxydation mit Beckmannschem Gemisch 
bei weitem nicht jenes theoretische AusmaB erreicht, welches der 
vollstindigen Verbrennung von EiweiB zu Kohlensiure, Wasser und 
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Ammoniak entsprechen wirde, vielmehr nach etwa | Stunde bei Ver 


brauch von etwa ein Drittel der theoretisch erforderlichen Bichromat- 
menge nahezu zum Stillstand kommt. 

6. Dabei wird aber praktisch der vesamte vorhandene Protein 
stickstoff als Ammoniak abgespalten. fiir das Auftreten erheblicher 
Mengen von zyklischen Komplexen, welche etwa den Stickstoff in schwer 
angreifbarer Form enthalten, ergab sich keinerlei Anhaltspunkt. 

7. Als Oxydationsprodukt wurden bei Oxydation von Casein etwa 
17% des Kohlenstoffs in Form fliichtiger Sauren (der Hauptmenge 
nach offenbar Isovaleriansaure), ferner 7°, des Kohlenstoffs als Bern. 
steinsaure und 32°, als Kohlensiure gefunden. Der Rest entfallt aut 
Oxalsiure und andere kohlenstoffhaltige Substanzen. 
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Biologie des Uraniums. 


Von 
Julius Stoklasa und Jos. Penkava. 
Unter Mitwirkung von 
Filz, Zdobnicky, Sebor, Strupl und Strédal. 


\us der biochemischen Abteilung des staatlichen racdiologischen Instituts 
in Prag.) 


(Fingegangen am 7. Dezember 1927.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Das Uranium wurde im Jahre 1799 von A/laproth in der Pechblende 
und im Uranglimmer festgestellt. 


Peligot hat im Jahre 1841 sauerstofffreie Uranverbindungen dar- 
gestellt. Uranium hat das héchste Atomgewicht von allen bekannten 
Elementen, und zwar 238,2. Das Uranium wird gewéhnlich aus dem Mineral 
Uraninit abgeschieden, in dem es stets in Verbindungen mit den radioaktiven 
Substanzen Ionium, Radium und Aktinium gefunden wird. Mineralien, 
die sich als radioaktiv erweisen, enthalten Uranium oder Thorium bzw. 
beide Elemente. Das Vorkommen der radioaktiven Stoffe fallt daher mit 
dem von Uran bzw. Thoriummineralien zusammen. Sobald erkannt worden 
war, daB Radium ein Zerfallsprodukt des Urans ist, begann man sich dem 
Studium der biologischen Wirkung des Uraniums zu widmen. 


Beziiglich der biologischen Eigenschaften des Urans hat Oskar 
Loew (1) in seiner Arbeit iiber die Wirkung des Urans auf Pflanzen im 
Jahre 1902 als erster darauf hingewiesen, daB die Uransalze stimulierende 
Kigenschaften besitzen. 

Seit dieser Zeit beschaftigten sich zahlreiche Forscher mit dem Studium 
der Einwirkung des Urans in Form von Uranylnitrat auf das Pflanzen- 
wachstum. Es sind dies namentlich Plate (2), Aso (3), die die Beeinflussung 
der Keimungsprozesse sowie des gesamten Bau- und Betriebsstoffwechsels 
der Pflanzen durch Uranylnitrat verfolgten, weiter Becquerel (4), spater 
dann die Arbeiten von Kayser (5), die den EinfluB der Uranylsalze auf die 
Assimilation des Stickstoffs durch die stickstoffbindenden Bakterien und 
weiter auf die alkoholische Garung behandeln, ferner die Arbeiten von 
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Agulhon (6), und Agulhon und Sacerac (7), Agulhon und Robert (8) iiber di: 
Einwirkung des Urans aut gewisse Mikroorganismen, und zwar von kolloi 
dalem Uran sowie von Uransalzen, dann von Javillier (9), Lepierre (10), 
Richet (11), Sartory (12) (13), Fronen (14), Fronin und Mouselli (15), Petri (16 
und schlieBlich von Agua (17), der die Forschungen beziiglich der Ein- 
wirkung des Urans auf die chlorophyllose und chlorophyllhaltige Zel) 
vertieft hat. 

Alle diese Arbeiten aber weisen groBe Mangel in der ganzen Versuchs.- 
methodik auf und weiter sind die Resultate so widersprechend, dai 
man annehmen muB, daB ein groBer Teil der Untersuchungen nicl) 
ganz exakt ausgefiihrt worden ist. 

Ich beschaftige mich bereits iiber 20 Jahre mit dem Studium des 
Radiums und der radioaktiven Elemente und habe mich selbstverstandlic!, 
hierbei auch sehr intensiv den Forschungen beziiglich des radioaktive:: 
Elements Uranium gewidmet (18). Unsere Untersuchungen beziehen 
sich auf nachstehende Gebiete: 

. Einwirkung des Uranylions auf den Metabolismus der Bakterien 
EinfluB des Uranylions auf die Keimung der Samen, 
Einwirkung des Uranylions auf die Transpirationsprozesse, 

. Einwirkung des Uranylions auf die Entwicklung der Pflanzen 
in Nahrlésung, 

Einwirkung des Uranylions auf die Entwicklung der Pflanzen in 
VegetationsgefaBen, (Nechwirkung des Urans in spiiteren Vege. 
tationsjahren), 

. Physiologische Wirkungen der einzelnen Strahlen des Uranium, 
auf den KeimungsprozeB und die Entwicklung der Pflanzen. 


Einwirkung des Uranylions auf den Metabolismus der Bakterien. 


A. Stickstof{igewinhung aus der Luft mittels Reinkulturen 
von Azotobakter chroococcum wn Ndhrbéden, die verschiedene Mengen Uran ii 
Form von Uranylnitrat enthalten. 


Es ist von groBem Interesse festzustellen, wie sich die Energie der 
Assimilation des Stickstoffs durch Azotobakter in Gegenwart von 
verschiedenen Mengen Uran in Form von chemisch reinem Urany)- 
nitrat verhalt. 

Bei unseren diesbeziiglichen Experimenten verwendeten wir nacli- 
stehende Nahrlésung: 

1000 com Moldauwasser, 
20g 1-Arabinose, 
1 g Dikaliumphosphat, 
0,5 g Calciumcarbonat. 

Es kamen in jeder Gruppe je vier Kolben mit und ohne Uran zur Ver- 
wendung. Jeder Kolben erhielt 200cem Nahrlésung. Den einzelne: 
Gruppen wurden pro Liter nachstehende Mengen Uran in Form von 
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Lranylnitrat, ausgedriickt in Grammatomen des Urans, zugesetzt: 0,001 
(= 793. 10-7 Millicurie)*, 0,0005 (= 396.10—’ Millicurie), 0,0002 (—158 
. 10-7 Millicurie), 0,0001 (= 79. 10-’ Millicurie), 0,00005 (= 39. 10-7 Milli- 
curie), 0,000025 (= 19. 10-7 Millicurie), 0,0000125 (= 9. 10—’ Millicurie), 
(,00000625 (= 5.10-" Millicurie), 0,000003125 (= 2. 10—? Millicurie). 

Die Kolben wurden sterilisiert und dann mit Reinkulturen von Azoto- 
bakter chroococcum geimpft. Zur Impfung, die bei allen Kolben in der 
gleichen Weise vorgenommen wurde, verwendeten wir méglichst gleiche 
Mengen Impfmaterial. Die Kolben wurden 20 Tage lang bei einer Tem- 
peratur von 25° C in der Brutkammer gelassen. In Tabelle I sind die Resultate 
unserer Beobachtungen wiedergegeben. Die Stickstoffgewinnung ist als 
Durehschnitt von drei bis vier Versuchen berechnet worden. 











Tabelle I. 
eas Naked eo Stickstoffgewi 
I i a O osun cKStoO winn 
ee aoe : Liter Nahridsung 
Uran nach dem Versuch vor dem Versuch 

mg mg mg 
Kontrollversuche ohne Uran 187,5 4.5 183,0 
0000008125 ...... 206,4 6,3 200,1 
Glppeweme 2... ee 228,9 5,7 223,2 
Se 262,8 6,5 256,83 
eee 178.6 6,2 172,4 
0 ee 138.7 6.3 132.4 
a 88,4 74 81,0 
ER nn Ng 57,5 5,3 52,2 
OE ee 9,7 7,2 2.5 
Sa Ee ae ee 83 7.0 (1,3 


Die Resultate unserer Versuche zeigen uns ganz deutlich, dab 
ganz geringe Quantitaéten Uran, und zwar von 0,000003125 bis 
0,0000125 Grammatome pro | Liter Nahrlésung, den Metabolismus der 
stickstoffbindenden Bakterien, und zwar in unserem Falle des Azo- 
tobakter chroococcum, ungemein unterstiitzen. Wir sehen, daB sich 
die Assimilation des elementaren Stickstoffs ungemein erhéht hat und 
der Stickstoffgewinn bis 256 mg pro 1 Liter Nahrlésung erreicht. Es 
sind dies die Alphastrahlen des Urans, welche die Oxydationsprozesse 
in der Zelle der Mikroben erhéhen. 

Wir fiihrten weitere Versuche, und zwar bei Durchleitung von 
Luft aus. Diese Experimente wurden in derselben Weise arrangiert, 
wie die vorhergehenden, nur daB noch Fernbachsche Kolben zur An- 


* Diejenige Emanationsmenge, die mit 1 g Uran in einem alten Erzstiick 
im Gleichgewicht ist, betrigt 3,33. 10—’ Curie, d. h. die Zahl der in der 
Zeiteinheit zerfallenden Atome U; oder Uy (beide sind a-Strahler), UX, 
oder UX, (beide sind §-Strahler) und also auch die Zahl der in der Zeit- 
einheit ausgesandten Korpuskularstrahlen fiir ein jedes Glied der Reihe 
U;, -UX,—UX,—Uy ist pro 1g Uran dieselbe wie pro 3,33 . 10—’ Curie 
RaEm. In diesem Sinn entspricht 1 g Uran (=) 3,33 . 10—’ Curie, obwohl 
im technisch reinen Uranylnitrat die Radiumemanation héchstens nur 
spurenweise als Verunreinigung vorhanden sein kénnte. 
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wendung kamen, durch welche pro 24 Stunden 20 Liter kohlendioxy:. 
und keimfreier Luft durchgeleitet wurden, und zwar in der Weise, da\} 
die Luft die Oberflache der Nahrfliissigkeit passierte. Die Resultat, 
sind in Tabelle IT angefiihrt. 


Tabelle II. 


Bei Durchleitung von 20 Liter kohlendioxyd- und keimfreier Luft pro 
24 Stunden. 





Gesamtstickstoffgebalt pro Liter 


Urangehalt pro Liter Nahriésung, Nahrlosung 
ausgedriickt 7 Grammatomen 
Jran 


Stickstoffgewinn pr: 
Liter Nahrlésung 





nach dem Versuch vor dem Versuch 
mg mg mg 


190.5 
221,3 
272.9 
304.5 
801,7 
236,2 
168,3 
76,6 
49,5 
16,2 
24 


Kontrollversuche ohne Uran 195.8 
0,000008125 ...... 227.4 
0,00000625 ...... 279.6 
a 311.8 
a 308.5 
eee 243.4 
ls. eva ee a 8 175.6 
 . =e 84,3 
0,000 5 . _ 5 
0,001 

0,002 


S or 


~~ 


IIASA NI NID NID 
CIO AIO DW Ws we 
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B. Uber die Einwirkung des Urans auf die Entwicklung der Bakterien, welch: 
die stickstoffhaltigen Substanzen zersetzen und als Endprodukt Ammoniak 
bilden. 


Zu unseren Versuchen beziiglich des Einflusses des Urans auf di 

physiologische Tatigkeit der Ammonisationsbakterien verwendeten wit 
nachstehende Bakterienarten: Bac. mycoides, Bac. mesentericus vulgatus 
und Bac. megaterium. In einen 2300 ccm fassenden Kolben wurden 10 ¢ 
fein gemahlenes Kollagen gebracht und zu diesen 1000 cém Nahrlésung 
‘gugesetzt. Die Nahrstofflésung enthielt pro 1000 cem destilliertes Wasser 

10g Glucose, 

lg  Dikaliumphosphat, 

0,3g¢ Kaliumsulfat, 

0,2 g Magnesicmchlorid, 

0,25 g Monocalciumphosphat, 

0,lg Eisen- und Aluminiumsulfat. 


Auf diese Weise wurden 50 Kolben beschickt, die nach griindliche: 
Sterilisierung und nach Ablauf des Inkubationsstadiums, welches im ganze: 
20 Tage wahrte, mit absolut reinen Kulturen infiziert wurden’. 


! Es sei hier bemerkt, daB mit allen Bakterienkulturen zuerst Lésunger 
von Pepton und Glucose bei Gegenwart aller anorganischen Nahrstoffe 
infiziert wurden und da8 erst mit Hilfe dieser einheitlichen Nahrstofflésung 
die Infektion der Lésungen in den obenerwéhnten Kolben vorgenommer 


wurde. 
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Die Anordnung der Apparate war folgende: Ein Erlenmeyerkolben 
t dem Nahrsubstrat ist auf beiden Seiten mit doppelten Kugelapparaten 
verbunden, von welchen ein Teil mit Schwefelséure gefiillt ist. Ein kleiner 
Kolben, der sich mit dem groBen Kolben in direkter Verbindung befindet, 
zwischen beide Kugelapparate eingeschaltet und enthailt Normal- 
.«hwefelsiure. An beiden Enden des Apparates befinden sich zwei mit 
serilisierter Baumwolle gefiillte Zylinder. Die Einwirkung der Mikroben 
wif das Kollagen dauerte seit dem Tage der Infektion im ganzen 29 Tage, 
«i einer Temperatur von 28 bis 32°C. Durch den ganzen Apparat wurde 
Luft durchgetrieben. Die Resultate der Versuche sind in Tabellen IIT, IV, V 
wgefiihrt und beziehen sich nur auf diejenigen Kolben, in denen wir nach 
Beendigung des Versuchs die betreffenden Mikrobenarten in Reinkulturen 
nachgewiesen haben. 


Tabelle III. 
Bac. mycoides. 





Stickstoffgehalt pro Liter Nahriésung. 
Urangehalt pro Liter Nahriésung, ee Cae 





ausgedruckt o Grammatomen Destillation mit Destillation mit 
ran MgO NaOH 
e & 
Kontrollversuche ohne Uran . 0,339 0,489 
NEE. 0 se we ws 0,306 0,427 
 ) re 0,298 0,387 
ES 0,203 0,311 
EE ts a ene 0,184 0.216 
I Sed eee es 0,112 0138 | 
a Oe ee ey 0,059 0,108 
ST a eer 0,058 0,126 
_ SO ree 0,042 - 
Analyse der blinden Kolben 
ohne Baktericn uted 0,088 0,102 


Tabelle IV. 
Bac. meséntericus vulgatus. 


4 





Stickstoffgehalt pro Liter Nabriésung, 
bestimmt durch 





Urangehalt pro Liter Nahriésung, 


ausgedruckt » Grammatomen Destillation mit Destillation mit 
ran MgO NaOH 
& s 

Kontrollversuche ohne Uran . 0,352 0475 
I hg gs ee 0,343 0,481 
Oe es saw 0,315 0,433 
SD ifVead?.: } 4° sews 0,292 0,374 
0 ee» 0,229 0,316 
Ge aE 0,176 0,254 
ee ee 0,135 0,203 
ER REGAL. Gok. id tela 0,064 0,184 
ES ag ee ns 0,050 0,133 
Sel oa le 6 «eu: 6 0,048 0,114 
Analyse der blinden Kolben . 0,038 0,102 


o* 
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Tabelle V. 
Bac. megaterium. 





Stickstoftgehalt pro Liter Nahriésung. 

Urangehalt pro Liter Nahriésung, De bestionnt durch y 

ausgedriickt U Grammatomen Destillation mit Destillation mit 
ran MgO NaOH 


- & 





Kontrollversuche ohne Uran . 0,348 0,472 
a 0,359 0,447 
ES ia eh we el ees 0,306 0,429 
mae aE i aR 0,300 0,397 
FE NS ee 0,257 0,278 
NE oe ae 0,201 0,265 
I ete ee iy ts, tes 0,156 0,177 
GP aate ne 0,103 0,165 
a ee 0,061 0,133 
0 ee ae 0,044 0111 
Analyse der blinden Kolben 


ohne Bakterien 0.4738 0.102 


Wenn wir die Resultate unserer Versuche naher betrachten, s 
sehen wir, daB das Uran die Ammonisationsprozesse der Bakterien 
nicht unterstiitzt. Mit der Erhéhung der Uranmenge von 0,000003 125 


Grammatom pro Liter Nahrlésung begonnen, steigt die toxische Wirkung 
des Urans. Bei Gegenwart von 0,0005 Grammatom Uran pro Liter Nahr 
Jésung treten die Abbauprozesse des Kollagens tiberhaupt nicht meh: 
in Erscheinung. Man findet bei Destillation mit Magnesiumoxy: 
dieselben Mengen Ammoniak wie in den blinden Kolben. Bei alle: 
drei Mikrobenarten, die wir zu unseren Versuchen verwendeten, und 
zwar Bac. mycoides, Bac. mesentericus vulgatus und Bac. megateriun 
fanden wir, daB das Uran eine Depression der Ammonisationsprozess: 
bewirkt. Die a-Strahlen des Urans unterstiitzen demnach die Ammo. 
nisationsprozesse nicht, denn die gesamten Hydratationsprozesse de- 
Kollagens sowie der Abbau bis zu Ammoniak wurden durch da 
Uran, und zwar interessanterweise durch ganz geringe Quantitaéten 
desselben merklich beeintrachtigt. 


C. Uber den EinfluB des Urans auf die Denitrifikationsprozesse der Ba kteric: 


Wenn wir die Denitrifikationsprozesse verfolgen, so finden wir 
daB das intermediire Produkt bei der Redukiion der Salpertersdure 
zu elementarem Stickstoff salpetrige Saéure ist. Diese Reduktion der 
Salpetersiure zu salpetriger Saure bewirkt der Wasserstoff in stat. 
nascendi, welcher zugleich mit dem Kohlendioxyd durch enzymatischi 
Spaltung der Kohlehydrate oder der organischen Sauren entstanden ist 
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Als erste Abbauprodukte der Kohlehydrate miissen wir Milchsiure, 
Alkohol und Kohlendioxyd ansehen. Wir kénnen allerdings vorliufig 
nicht sagen, ob es nur der entstandene Alkohol oder der entwickelte 
Wasserstoff ist, welcher die Zersetzung des Salpetersiuremolekiils bis 
auf elementaren Stickstoff herbeifiihrt. Es ist nimlich méglich, daB 
auf ein Molekiil Alkohol zwei Molekiile salpetrige Séure wirken, nach 
der Gleichung 


Diese unsere Anschauung wird um so plausibler, wenn man bedenkt, 
daB durch den AtmungsprozeB der Denitrifikanten sich verhaltnismaBig 
sehr viel salpetrige Saure und auch Alkohol bildet, durch welch letzteren 
dann nach der oben zitierten Gleichung der elementare Stickstoff 
gebildet wird. DaB die Bildung des Alkohols als Ursache der Sprengung 
des salpetrigen Sauremolekiils angesehen werden kann, haben wir 
durch unsere neuen Versuche bestatigt gefunden. Es muB im Nahr- 
medium der Alkohol und die salpetrige Siure durch die Mechanik der 
Garung entstehen. 


Die Versuche wurden in derselben Weise wie die mit Azotobakter und 
den Ammonisationsbakterien in Fernbachschen Kolben ausgefiihrt. Die 
Nahrlésung hatte folgende Zusammensetzung: 

In 1 Liter destillierten Wassers wurden geldst: 

20g Glucose, 

2¢ Kaliumphosphat, 

0,3 g Magnesiumchlorid -+- Caleitumchlorid, 
0,1g  Eisensulfat -- Aluminiumsulfat, 

2,05 g Stickstoff in Form von Natriummnitrat. 


Als Kohlenstoffnahrquelle haben wir fiir die Entwicklung der Denitri- 
fikationsbakterien die geeignetsten Kohlehydrate angewendet, weil wir 
gefunden haben, da8 das Energiematerial einen groBen EinfluB auf die 
Bildung des Eiwei®stickstoffs ausiibt. So z. B. wurden bei Bact. Hartlebii 
bei Glucose 6,03°,, bei Lavulose 12,41, bei Galaktose 12,41%, bei 
Saccharose 15,52%, bei Arabinose 33,62°, und bei Xylose 7,5% vom 
Gesamtstickstoff in EiweiSstickstoff iibergefiihrt. Bei Bac. fluorescens 
liquefaciens wurden bei Glucose 10,34°%, bei Liivulose 6,9, bei Galaktose 
5,17%, bei Arabinose 7,57° und bei Xylose 9,31°, vom Gesamtstickstoff 
in Eiweifstickstoff umgewandelt. (Siehe Literaturangaben in meinem 
Buche ,,Handbuch der biophysikalischen und biochemischen Durch- 
forschung des Bodens“, Berlin, Parey, 1926.) 

Die Kolben mit der Nahrlésung wurden in: Autoklaven sterilisiert und 
eine Serie der Kolben mit Bact. Hartlebii, eine andere mit Bac. fluorescens 
liquefaciens geimpft. Die dritte Serie der Kolben diente als blinde Kolben. 
Die geimpften Kolben wurden wieder in zwei Gruppen geteilt, von denen 
der einen Uran in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt wurde, wihrend 
die andere ohne Uranzusatz blieb. Alle Kolben wurden bei einer Temperatur 
von 18 bis 20°C 260 Stunden in der Brutkamnmer belassen. Nach dieser 
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Zeit wurden sie gedffnet und der Kolbeninhalt auf 2000 cem verdiinnt 

Der Stickstoff wurde wie nachstehend bestimmt:1. In Form von Ammoniak. 

2. in Form von Salpeterséure und salpetriger Séure, 3. in organischer For, 
Wir erhielten pro Liter Nahrlésung folgende Resultate: 


Blinde Kolben. 
Stickstoff in Form von Ammoniak ....... . . . Spuren 
Stickstoff in Form von Salpetersiiure ........ . 2,053¢ 
Stickstoff in organischer Form ......... .. . Spuren 


Mit Bact. Hartlebii geimpjte Kolben. 
Stickstoff in Form von Ammoniak ......... . 0,006¢ 
” or » Salpeterséure und salpetrigerSéure 1,332 g 
» MI PONE kn na es > 0, « OB 
1,566 ¢ 


Mit Bact. Hartlebir geimpjte Kolben, denen 0,000 0125 Grammatome Uran i 
Form von Uranylnitrat zugesetzt wurden. 
Stickstoff in Form von Ammoniak .......... . 0,018¢ 
»  Salpeterséure und salpetriger Séure 1,284 g 


” ” ” 


oo EE TE Se SS. ee 


” 


1,713 ¢ 


Mit Bact. Hartlebii geimpjte Kélben, denen 0,000025 Grammatome Uran i 
Form von Uranylnitrat zugesetzt wurden. 
Stickstoff in Form von Ammoniak .......... . 0,015g 
»» Salpetersiure und salpetriger Séure 1,406 g 





” ” ed 


= pee Ceingmee Pele 6 a 8 ct ws e QR 
1,863 g 


Mit Bact. Hartlebii geimpfte Kolben, denen 0,0001 Grammatome Uran 
Form von Uranylnitrat zugesetzt wurden. 


Stickstoff in Form von Ammoniak ......... . . 0,018¢ 
o o o” » Salpetersiure und salpetriger Saure 1,532 g 

* i RE Gee a eos Oe RB 
1,913 ¢ 


Mit Bac. fluorescens liquefaciens geimpfte Kolben. 
Stickstoff in Form von Ammoniak ......... . . 0,005¢ 
- i oe » Salpeterséure und salpetriger Séure 1,207 g 
we » Owpemiogmer Pomm ......+:.:. +s « GO1MGg 
1,328 ¢ 
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(it Bac. fluorescens liquefaciens geimpjte Kolben, denen 0,000 012 5 Gramm- 
atome Uran in Form von Uranylnitrat zugesetzt wurden. 


Stickstoff in Form von Ammoniak .......... . 002g 
»  Salpetersiiure und salpetriger Séure 1,276 ¢g 

» Cee POR wwe de 6s ORR 

1,S@t ¢ 


Mit Bac. fluorescens liquejaciens geimpfte Kolben, denen 0,000025 Gramm- 
atome Uran in Form von Uranylnitrat zugesetzt wurden. 


Stickstoff in Form von Ammoniak .......... . OOI7g 
eo » Salpeterséiure und salpetriger Séure 1,252 g 

oe SEINE PONE. sons sc ee se Ss oe es Oe 

1877 ¢ 


Mit Bac. fluorescens liquefaciens geimpfte Kolben, denen 0,0001 Gramm- 
atome Uran in Form von Uranylnitrat zugesetzt wurden. 


Stickstoff in Form von Ammoniak .......... . 00Il7¢ 
- ~ » Salperterséiure und salpetriger Séure 1,316 ¢ 

~~ 2. rar eae 

1/965 xg 


Das Uran férdert nicht die Denitrifikationsprozesse, aber es unter- 
stiitzt die Bildung neuer, lebender Bakterienmasse. Das Wachstum 
von Bact. Hartlebii und Bact. fluovescens liquefaciens wurde durch die 
Radioaktivitét des Urans stark begiinstigt. In den Kolben ohne Uranyl- 
nitrat fanden wir an Stickstoff in organischer Form: Bei Bact. Hartlebii 
0,228 g, bei Bac. fluorescens liquefaciens 0,116 g. Bei Zusatz von Uran 
stieg diese Stickstoffmenge bei den Versuchen mit Bact. Hartlebii auf 
0,416 g, 0,432 g und schlieBlich 0,363 g, bei den Versuchen mit Bac. 
fluorescens liquefaciens auf 0,513 g, 0,608 g und 0,612 g. Diese Tatsache, 
daB das Uran in Lésung den Abbau der Salpetersiure zu elemen- 
tarem Stickstoff nicht unterstiitzt, sondern den Aufbau der organischen 
Materie der Bakterien firdert, ist gewiB von gréBtem Interesse. 


Uber den Einflu8 des Uranylions auf die Keimung der Samen. 


Methodik. Zu den Versuchen wurde chemisch reines Uranylnitrat 
verwendet, aus welchem Lésungen bereitet wurden, deren Konzentration, 
ausgedriickt in Grammatomen des Urans pro Liter destilliertes 
Wasser, nachstehende war: 0,000003125 (= 2. 10~? Millicurie), 
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0,00000625 (= 5.10~7 Millicurie), 0,0000125 (= 9. 10-7 Millicurie) 
0,000025 (= 20 . 10~? Millicurie), 0,00005 (— 39 .10~? Millicurie), 0,000) 
(= 79 . 10-7 Millicurie), 0,0002 (= 158 . 10-7 Millicurie), 0,0005 
(= 396 . 10~7 Millicurie), 0,001 (= 793 . 10~7 Millicurie), 0,002 (— 1586 
. 10~7 Millicurie), 0,005 (— 3966 . 10? Millicurie), 0,01 (— 7932 .10~’ 
Millicurie), 0,05 (= 39660 . 10-7 Millicurie). Zur Kontrolle wurde ein 
Versuch ohne Uranylnitrat angelegt. 


Fir die Zubereitung der Lésungen sowie fiir das Ersetzen des 
verdunsteten Wassers wurde stets destilliertes Wasser verwendet 
Um den tatsachlichen Naturverhaltnissen méglichst nahezukommen. 
wurde vom Keimen im Thermostat Abstand genommen und der 
wechselnden Temperatur im AusmaBe von 20 bis 25°C eines luftigen 
Glashauses der Vorzug gegeben. Die Vermerke beziiglich der Keimung 
der Pflanzen wurden jeden Morgen gemacht, ebenso wurde die Tem- 
peratur des Glashauses taglich mit einem Maximum-Minimumthermo- 
meter kontrolliert. Am fiinften und zehnten Tage wurden die auf- 
gekeimten Pflanzen gemessen. Die Keimversuche wurden mit den 
regionalen Abarten folgender Pflanzen ausgefiihrt: Bohne (Vicia faba 
v. minor), Erbse (Pisum sativum), Weizen (Triticum vulgare), Roggen 
(Secale cereale), Gerste (Hordeum distichum) und Hafer (Avena sativa). 
Die ausgewahlten, véllig gesunden und reinen Samen wurden gewogen. 
Hierauf wurden die Samen in den angefiihrten Konzentrationen, sowie 
fiir die Kontrolle in destilliertem Wasser 2 Stunden mazeriert, sodann 
auf einem Filtrierpapier in groBen Glasschalen ausgebreitet. Pro 
100g Samen wurde | Liter Wasser bzw. 1 Liter Uranlésung ver- 
schiedener Konzentration verwendet. Die Keimungsversuche wurden 
in der Weise ausgefiihrt, daB 25 bis 100 g Samen in den groBen Schalen 
gleichmaBig verteilt wurden und pro 100 g Samen immer 1 Liter Uran- 
lésung baw. Wasser zur Anwendung kam. Jeden Tag, friih und abends, 
wurden die Schalen gewogen und das verdunstete Wasser durch destil- 
liertes Wasser ersetzt. Die Keimung dauerte 10 Tage. Nach dieser 
Zeit wurde bei einer gréBeren Zahl Keimlinge die Trockensubstanz der 
Wurzeln und des Hypocotyls bestimmt. Der Versuch wurde dreima! 
unter den gleichen Bedingungen wiederholt und von den Ergebnissen 
dann der Durchschnitt genommen. 


Der Kontrollversuch in destilliertem Wasser. 


Die Dauer des Keimens betrug 10 Tage; simtliche Samen keimten 
im Laufe von 48 Stunden. Das absolute Trockengewicht, welches nach 
Trocknung im Thermostat bei 104°C von dem Durchschnittsmuster 
der 20 aufgekeimten Samen der einzelnen Pflanzen festgestellt wurde. 
betrug: 
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Trockengewicht Autgekeimt der Weoecin chert Tette 

8 Oo cm cm 
ee ee 0,7315 100 12,0 7 
Es: ten ia! 6. a 0,5235 100 12.0 7 
Se oa a 0,2860 100 8,0 8 
ae 0,2945 100 7,0 S 
ae 0,2988 100 10,0 10 
Se 6 6 aes 0.2795 100 75 8 


Konzentration 0,000003 125. 


Das Keimen hatte einen normalen Verlauf. Am Ende des zweiten 
Versuchstages keimten sémtliche Samen. Die Entwicklung der Wurzeln 
und Blatter war normal ohne jedwede sichtbare Besserung im Aufbau 
der Pflanzensubstanz. In der Trockensubstanz wurde jedoch ein geringer 
Zuwachs konstatiert. Der beste Erfolg wurde bei Erbsen und Bohnen 
festgestellt, sonst wiesen die Pflanzen keinen mit bloBem Auge sicht- 
baren Unterschied gegen den Kontrollversuch auf: 





ken. 1m Vergleich zur Kon- Lan Lange der 
pm trolle pk ee Aufgekeimt ae on a 

& 7 | lo cm cm 
Bohne . . . = 07412 0,0097 100 120 i 
Erbse . . . | 0,5330 0,0095 100 12,0 ie. 
Roggen . . | 0,2895 0,0035 100 8.0 8 
Weizen . . || 0,2985 0,0040 100 7.0 s 
Gerste . . . 0,3005 0.0017 100 9.0 10 
Hafer .. . 0,2840 0,0045 100 7.5 8 


Konzentration 0,000006 25. 


Auch in diesem Falle war das Keimen normal. Wahrend des 
Keimens war keinerlei Beschleunigung bemerkbar, dagegen wies der 
Aufbau Ger Blatter eine deutliche Besserung auf. Der Zuwachs an 
Trockensubstanz war gréBer, die Samen zeigten aucn jetzt 100%, 
Keimfahigkeit. Die Wurzeln und Blatter waren schén entwickelt, 
die letzteren von einem gesuhden, satten Griin. Am deutlichsten waren 
die Unterschiede bei Roggen, Weizen und Bohnen. 





_ | Im Vergleich zur Kon- ; ’ Lange der 

— trolle ——— Aufgekeimt nw én — 
i x 8 %lo cm cm 
Bohne . . . || 0,7490 0,0178 100 12,5 7,5 
Erbee ... 0,5368 0,0133 190 12,0 7,0 
Roggen ..  ,2978 0,0118 100 8,0 8.5 
Weizen .. 0,3082 0,0137 100 7,5 8,5 
(rerste . . . 0,3072 0,0984 100 9.0 10,5 


Hafer . . . 0.2848 0,0053 10) 75 8.0 
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Konzentration 0,0000125. 


Bei dieser Konzentration zeigte sich das Optimum des giinstige: 
Kinflusses des Uranylnitrats auf die Entwicklung der aufgekeimten 
Pflanzen, und zwar am deutlichsten bei den Getreidearten, am 
schwachsten bei den Hiilsenfriichten. Auch hier keimten 100 °% Samen 
auf. Dabei waren jedoch die Wurzeln und Blatter etwas Mage. Die 
stimulierende Wirkung des Uranylnitrats fand durch die Feststellung 
der Trockensubstanz in dieser Konzentration den besten Ausdruck 





Lange der 


| Im Vergleich zur Kon- . 
: Lange der oberirdischen 
Teile 


Trocken- 
gewicht trolle —— Aufgekeimt ‘Waretin 
0 


k & lo 


Bohne... 0,7572 0,0257 100 
Erbee ... 0,5390 0.0155 100 
Roggen . . 0,30738 0,0213 100 
Weizen .. 0,3035 0,0090 100 
Gerste . . . 0,3138 0,0250 100 
Hafer ... 0.2905 0.0110 100 


Konzentration 0,000025. 


Der EinfluB dieser Konzentration des Uranylnitrats wirkte im 
Vergleich zum Optimum etwas depressiv. Die Trockensubstanz wies 
gegen die Kontrolle einen Zuwachs auf, ist jedoch gegen das vorherige 
Optimum etwas gesunken. Die Wurzeln und Blatter waren véllig normal 
entwickelt, obwohl sie im Vergleich mit der vorherigen Konzentration 
etwas kleiner schienen. Die Menge der aufgekeimten Samen betrug 
100%. Roggen, Gerste und Hafer behielten auch jetzt die gleiche 
Fahigkeit zur Bildung neuer lebender Pflanzenmasse, dagegen zeigt 
sich bei den Hiilsenfriichten und beim Weizen ein deutliches Sinken, 
obwohl die Pflanzen ein vollkommen gesundes Aussehen hatten. Es 
wurde somit im ganzen im Vergleich mit dem Kontrollversuch die Pro- 
duktion erhéht, aber das Optimum der Stoffbildung war bereits iiber- 
schritten. 





\ im Vergleich 2 zur Kone “Lange der 
Trockens | | cone ist die weedeition Aufgekeimt Lange der  berirdischen 
gewicht erhéht | Wurzeln Teile 

& 8 % | cm cm 


Bohne . . . || 0,7445 0,0130 100 12,0 | 7,5 
Erbse . . . | 0,5275 0,0040 100 12,0 
Roggen ..  0,3005 0,0145 100 8,5 
Weizen ..  0,3000 0,0055 100 | 7,5 9,0 
Gerste . . .  0,3094 0,0116 100 | 9,0 
Hafer .. . 0,2898 0,0095 100 8.0 
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Konzentration 0,00005. 


Die Lésung hatte bereits bei den Bohnen und Erbsen eine giftige 
Wirkung. Beim Roggen behielt sie ihren giinstigen EinfluB fast in 
demselben AusmaB wie bei der vorangehenden Konzentration, bei 
Hafer, Weizen und Gerste dagegen sank die Trockensubstanz beinahe 
auf den normalen Stand des Kontrollversuches. Die Keimfihigkeit 
betrug auch in diesem Falle 100%. Eine Anderung in der Keimungs- 
energie war nicht zu sehen, erst wihrend des Wachstums blieben die 
Wurzeln ein wenig zuriick. Die Blatter hatten ein véllig gesundes 
Aussehen. 





aw Im Vergleich zum Slows der Lange der 
gewicht a ee sw pn Autgekeimt Ww a “ ee 
2 8 *lo cm cm 
Bohne... 0,7292 — 0,0023 100 11,0 7 
Erbse ... 0.5227 — 0,0008 100 11,0 7 
Roggen .. 0,2990 0,0130 100 8,0 8 
Weizen .. 0.2970 0,0025 100 7,0 8 
Gerste . . . 0,3000 0,0012 100 9.0 10 
ae 0.2808 0.0013 100 75 8 


Konzentration 0,0001. 


Diese Konzentration ist charakteristisch durch die starke De- 
pression, welche die Trockensubstanz der gebildeten Pflanzenmasse 
aufweist, wenn auch die Blatter noch immer véllig unbeschadigt schienen. 
Die Samen keimten normal auf, die Wirkungen der Giftigkeit konnte 
man nur an den Wurzeln, die in ihrer Entwicklung gehemmt waren, 
beobachten. Die Wurzeln waren gegen den Kontrollversuch etwas 
kiirzer und die Wurzelspitzen geiblich. 





1 im Vergleich zum | oe | Lange der 
} Trocken+ K ontroliversuch ein Aufgekeimt | Linge der | oberirdischen 


i gewicht Unterschied von Wursela Teile 

_i & & %"lo cm cm 

Bohne . . . | 0,6654 — 0,0661 100 10,0 6,5 
Erbee ... 0,4783 — 0,0452 100 10,0 6,5 
Roggen .. 0,2705 — 0,0145 100 7,5 7,5 
Weizen .. 0,2864 — 0,0081 100 6,0 7,0 
Gerste . . . 0,2658 — 0,0330 100 8,0 9,5 
Hafer ... 0,2695 — 0,0100 100 6.0 7.0 


Konzentration 0,0002. 


Aufgekeimt: Bei den Bohnen und Erbsen 98, beim Roggen, bei 
Gerste und Weizen 100%, beim Hafer 96°. Das Sinken der Trocken- 
substanzbildung, die Verkiirzung der Blatter und Wurzeln, sowie das 
gesamte Aussehen der Pflanzen deutete offensichtlich auf Vergiftung 
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hin. Die gelbe Farbe schreitet in dieser Konzentration von den Wurze! 
spitzen weiter gegen die Blatter vor. Insbesondere Erbsen, Bohne 
und Hafer scheinen empfindlicher gegen diese Konzentration zu sein 
Die Wurzeln sind sonst vollkommen glatt, aber viel kiirzer. 





I ’ Im Vergleich zum | . Lange der 
— | Kontrollversuch ein Aufgekeimt low on oberirdischen 
iiite Unterschied von omens Teile 


g & "lo cm em 


Bohne .. . 0,6090 —- 0,1225 98 8 
Erbee ... 0,4545 ~ 0,0690 98 
Roggen .. 0.2540 — 0,0320 100 

Weizen .. 0.2732 — 0,0213 100 

Gerste . . . 0.2342 — 0,0646 100 

Hafer .. . 0.2535 — 0,0263 96 


“INN org 
-sSocooo 


Konzentration 0,0005. 


Aufvekeimt: Von den Bohnen und Erbsen 98°,, von Roggen und 
Weizen ‘0%, Gerste und Hafer 96°. Bei den Blattern und Wurzeln 
war die Vergiftung noch sichtbarer, die Blatter waren viel enger, die 
Wurzeln gegen die Kontrolle fast um die Halfte verkiirzt. Die gelbliche 
Samenfarbe bei Erbsen und Bohnen, sowie die mehr rauhen und ge- 
brechlichen Wurzeln sind fiir den Einflu8 dieser Konzentration charak- 
teristisch. Namentlich Erbsen, Bohnen und Gerste reagieren auf die 
erwahnte Konzentration der Lésung des Uranylnitrats deutlich depressiv, 
und zwar einerseits in bezug auf die Keimfahigkeit, andererseits durch 
die Verkiirzung der Triebe. 





| Im Vergleich zum - Lange der 
—— | Kontrollversuch ein Aufgekeimt a = oberirdischen 
sine | Unterschied von _—— Teile 


x | 2 %o cm cm 


Bohne . . . | 0.5655 0,1169 98 6,0 
Erbse . . . || 0,4070 — 0.1165 98 6,0 
Roggen .. | 0,2225 - 0.0635 - 100 3,0 
Weizen .. || 0.2573 — 0,0372 100 4.0 
Gerste . . . 0,1995 — 0,0993 96 6,0 
Hafer .*. . 0.2005 — 01,0790 96 3.5 


Konzentration 0,001. 


Die Symptome der Vergiftung sind noch deutlicher als in der 
vorherigen Konzentration. Nicht nur bei den Bohnen und Erbsen, 
sondern auch bei allen tibrigen Pflanzen kann man die starke Beschadigung 
der Wurzeln, die sich durch eine verschrumpfte Oberfliche offenbart, 
beobachten. Die Blatter sind bedeutend kiirzer, schmal, bei den Bohnen 
und Erbsen zusammengerollt. Die Keimfihigkeit litt im gleichen 
MaBe wie bei der vorherigen Konzentration. 
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—- Kontrollversuch en Aufgekeimt toe oe obernrdichen 

8 8 % cm cm 
Bohne... 0,4092 - 0,3223 98 8,0 ; 
Erbse ... 0,2890 0,2345 96 2.5 3 
Roggen . . 0,2013 — 0,0847 100 2.0 8 
Weizen .. 0,2310 — 0,0635 98 4.0 4 
Gerste . .. 0,1890 — 0.1098 96 3,0 6 
Hafer ... 0,1712 0.1083 96 2.0 4 


Konzentration 0,002. 


Die Trockensubstanzproduktion sank bei dieser Dosis des Uranyl- 
nitrats bei simtlichen Pflanzen fast auf die Halfte. Die Wurzeln waren 
diinn, gelb bis braun, bei den Bohnen und Erbsen zusammengerollt, 
stark verschrumpft. Desgleichen waren die Blatter schlecht entwickelt 
und zusammengedreht. 





ae Kontrolversuch en Autgekeimt a hang soendiseben 

8 8 %Jo cm em 
Bohne .. . 0,3600 0,3715 94 2,0 2,0 
Erbse ... 0,2365 - 0,2870 90 1,5 2,0 
Roggen . . 0,1914 — 0,0946 92 1,5 2,5 
Weizen .. 0,2025 — 0,0920 92 15 2,5 
Gerste . . . 0,1575 0.1413 90 2,0 3,0 
Hafer ... 0.1448 — 0,1347 94 1,0 2.0 


Konzentration 0,005. 


Die Keimfahigkeit litt noch mehr; bei Roggen, Weizen und Gerste 
ging die Entwicklung langsam vonstatten, die Linge der Wurzeln, 
deren Elastizitat und Glatte wurde noch betrichtlicher beeintréchtigt. 
besonders bei den Hiilsenfriichten, die tiberhaupt viel deutlicher auf 
die Konzentrationserhéhung mit Uranylnitrat reagieren. 





e £ %o cm cm 

Bohne . . . | 0.2116 0,5199 94 15 1,5 
Erbse ... 01830 — 0,3405 90 1,0 1,5 
Roggen .. 0,1042 — 0,1818 90 1,0 2,0 
Weizen . . 0,1550 ~ 0,1395 90 0.5 2.0 
Gerste . . . 0,1050 — 0,1938 86 05 2,5 
2,0 


aha 0.1125 — 0.1670 94 1,0 
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Konzentration 0,01. 


Aufgekeimt : Bei den Bohnen 94°,,, bei Erbsen, Roggen und Weize: 
90°. bei Gerste 86°, Hafer 92°. Diese Konzentration ist die letzt: 
hei welcher die Samen noch ziemlich normal keimen. Die Wurzeln ware: 
kaum 0,5cem lang, ginzlich braun und spréde, stark verschrumpft 
Die Blatter waren beim Getreide kaum 2 em lang und bei den Hiilsen- 
friichten 0,5 cm 





Tyechen Im Vergleich zum der 


, Lange 
Kontroliversuch ein Aufgekeimt Lange der a tn ll 


gewicht Unterschied von Wurzeln Teile 


8 8 °/ cm 


Bohne .. . 0,0728 — 0,6587 0.5 
Erbse ... 0.0845 — 0.4890 C 05 
Roggen .. 0,0405 — 0.2455 0.5 
Weizen .. 0.0715 — (),2230 0,2 
Gerste . . . | 0,0605 — 0,2383 86 03 
Hafer ... 0.0536 — 0),2259 ‘ 0.2 


Die folgende Konzentration wirkte auf die Hiilsenfriichte giftig. 
Die Versuche wurden dreimal wiederholt. Man konnte nur beim Getreide 
ein gewisses Erwachen zum Leben bei fast gianzlicher Verkriippelung 
der Wurzeln beobachten, welches jedoch auch sehr bald aufhérte. 
Die Ubersicht der resultierenden Trockensubstanzbestimmung ist in 


Tabelle V1 angefiihrt. 
Tabelle V1. 


Trockengewicht von 20 Keimlingen, gebildet innerhalb !0 Tagen in einer 
Uranylnitratlésung von verschiedenen Konzentrationen, die in Gramm- 
atomen Uran in Form von Uranylnitrat pro 1 Liter Wasser ausgedriickt sind. 





Konzentration : 


0,000 003 125° 
0,000 05 
11,93 mg 


0.000 012 5 
2,98 mg 
0,000 025 
5,96 mg 


its bikin aol 0,7315 | 0.7412 7490 | 0.7572 0.7445 
tee Taba VeMmIDOF lo, 100 101,82 102,39 | 103,51 101,77 
Pi ie 0,5235 0,5330 0,5368 | 0,5390 0,5275 
oe wae 100 | 101,81 | 102,54 | 102,96 | 100,76 
Pa A 0,2860 0,295 0,2978 | 0,3073 | 0,3005 
a Yo 100 101,22 104,12 | 107,44 | 105,06 
Triticum val 0,2945  0,2985 0,3082 | 0,3035 | 0,3000 
en Vee 100 101,35 104,65 | 108,05 101,86 
Hord listict 0,2988 0,3005 0,3072 | 0,3138 | 0,3094 
—— oo Te? oe lee 108,81 aes | Baas 
‘in ‘te 0,2795 0.2840 0.2848 | 0,2905 | 0,2890 
Avena sativa - - 10° 109 — 101,61 101,89 | 108,93 | 103,39 100,46 | 96,42 
* Konzentration des Uranylnitrats, ausgedriickt in Grammstomen Uran in Form von 
Uranylnitrat. 
** Menge des Urans in Form von Uranylnitrat, entsprechend der zugehérigen K tration 
in 1 Liter Wasser. 








C1) 
te 
C)) 
ft 


n- 
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, , J 00002 0,0005 0,001 0,002 0,005 001 0.05 
Konzentration: 477mg 0,11925g 0,2385g O477g 1,1925g 2.385g 11,925¢ 


0,6090 | 0.5655 0,4092 | 0.3600 0.2116 0,0728 0 


Vicia fabs v. minor {oP 83.25 77,30 55,93 | 4921 2891 995 0 
cates (|e a GG 
itm wt | ee a 
trem anc, (ff ORM Om ID ro Abn GD 
Avena sativa - + [oF Goro ers 6125, SLB 4095, 19170 


Aus den vorgenommenen Versuchen ist ersichtlich, daB Uran 
als Uranylnitrat in den Konzentrationen — ausgedriickt in Gramm- 
atomen Uran in Form von Uranylnitrat pro | Liter Wasser — von 
0,000 003 125, 0,000006 25, 0,0000125, 6.000025 bei den Hiilsenfriichten 
und beim Roggen, Weizen, Gerste und Hefer noch in der Konzen- 
tration 0,00005 ein anregendes Agens beim KeimungsprozeB dar- 
stellt und die Bildung neuer, lebender Pflanzenmasse etwas férdert. 
Die Erhéhung der Produktion bewegt sich zwischen 1 bis 7,5°, beim 
Getreide und | bis 3,5°, bei den Hiilsenfriichten. Die héheren Kon- 
zentrationen wirken auf den keimenden Samen toxisch und die 
Wirkung zeigt sich teils durch Herabsetzung der Bildung der 
Pflanzenmasse, teils durch Hemmung der Keimfahigkeit. Die Kon- 
zentration 0,05 = 11,925g Uran in Form von UO, (NO,),6H,0 
zerstért die Keimfabigkeit bei den Hiilsenfriichten giinzlich, beim 
Getreide wird dieselbe auf etwa die Halfte herabgesetzt, wobei cle 
Entwicklung der Wurzeln sofort nach dem Aufkeimen aufhért. Die 
anregende Wirkung des Uranylnitrats kommt beim Getreide in héherem 
MaBe zum Ausdruck als bei den Hiilsenfriichten, und umgekehrt sind 
die Hiilsenfriichte gegen die héheren Konzentrationen empfindlicher. 
Diese Empfindlichkeit des Protoplasmas ist bei den Hiilsenfriichten 
durch Gelbwerden der Wurzeln, deren Verkiirzung und Verschrumpfung 
der Oberfliche, bemerkbar. Die Getreidearten sind gegen die Ein- 
wirkung des Uranylnitrats resistenter als die Hiilsenfriichte, von den 
ersteren Roggen und Weizen mehr als Gerste und Hafer. Die toxische 
Wirkung des Uranylnitrats zeigt sich hauptsichiich an den Wurzeln, 
die in depressiv wirkenden Konzentrationen ihren Wuchs verlang- 
samen, bis sie nach einer bestimmten Zeit denselben ginzlich einstellen. 
Es scheint, daB die Chlorophyllapparate nur sekundir leiden, und 
zwar infolge der Stérungen in dem Wurzelsystem. Nach Versetzung 
der so aufgekeimten Samen in reines Wasser bildeten sich sekundare 
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Wurzein und die Pflanzen waren einer weiteren normalen Entwicklung 
faihig. 

Die primaire Wurzel blieb auch weiterhin am Leben, wenn sie sicl) 
auch nicht weiter entwickelte. In den einzelnen Fallen wurde beob.- 
achtet, daB die primaire Wurzel einer weiteren Entwicklung fihig 
war, ohne daB sich sekundire Wurzeln bildeten. Nicht weniger inter- 
essant war, daB die toxische Wirkung der héheren Konzentrationen 
nur bis zu gewissen Grenzen parallel mit den erhéhten Dosen des Urany]- 
nitrats schreitet. Spiater schwand dieser Zusammenhang und die 
Wurzeln schienen indifferent gegeniiber den erhéhten Dosen, allerdings 
nur bis zu einer bestimmten Grenze. Eine analoge Erscheinung wurde 
von Koernicke bei den Versuchen iiber den Strahleneinflu8 der Radio- 
praparate auf das Keimen der Pflanzen beobachtet. 

Fiir die Beurteilung des Einflusses des Uranylnitrats ist weiter 
auch der Umstand nicht ohne Bedeutung, daB die Keimfahigkeit dem 
EinfluB der Lésungskonzentration nicht so sehr unterliegt, wie bei den 
anderen Metallen. Noch im Quantum 1,2°% (welches eigentlich durch 
die Herbeifiihrung von Plasmolyse schon toxisch wirken muB) keimen 
die Samen der Getreidearten beinahe zu 40°, auf. Diese Erscheinung 
unterscheidet sich auffallend vom Einflu8 des Kupfers, Zinks, Queck. 
silbers, Bleis und anderer Metalle, die giftig wirken, bis sie in be- 
stimmten Konzentrationen — bedeutend geringeren als beim Uran — 
plétzlich das Leben des Protoplasmas zum Stillstand bringen, wie wir uns 
durch einfache Vergleichsversuche, ahnlich denen mit Uranylnitrat, iiber- 
zeugt haben. Bekanntlich kann der giftige EinfluB dieser Salze durch 
die Wirkung der Radiumemanation in groBem MaBe aufgehoben oder 
wenigstens beschrinkt werden, was wir schon bei unseren Versuchen 
mit Selen und Blei beobachteten. 

Wir stellten uns daher die Frage, welchen EinfluB die Radio- 
aktivitat des Urans an und fiir sich auf die Pflanzen hat, ohne dai 
Uran gleichzeitig als Element wirken wiirde. Zu diesem Zwecke wurde 
der folgende Versuch gemacht: in Schalen, die auf ahnliche Art, wie 
bei dem vorherigen Versuch, fiir das Keimen der Samen vorbereitet 
waren und die immer das gleiche Quantum destillierten Wassers ent- 
halten haben, wurden aiedrige, schwachwandige, gliserne Deckel mit 
abgewogenen Quanten von pulverigem Uranylnitrat im Gewicht 1, 2,5, 
5 und 10g gelegt. In unmittelbarer Nahe der Deckel wurden 20 Samen 
der schon erwahnten Pflanzenarten placiert und durch 15 Tage keimen 
gelassen. Der Erfolg blieb véllig negativ. Es scheint, daB das 
Uranylnitrat nicht imstande war, mittels seiner Aktivitat irgend einen 
EinfluB auf den keimenden Samen auszuiiben. Eine Erklarung fi 
diese Erscheinung ist nicht leicht 2u finden, es ist jedoch méglich, dal 
Uran in der Lésung dennoch durch seine wenn auch in den angefiihrten 
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Lésungen ungemein schwache Radioaktivitét wirkt, deren Wirkung in 
der Lésung sich wesentlich von der Strahlung auf die Entfernung unter- 
scheiden muB. 

Die Pfianze kann dabei aus der Lésung, welche ein wasserlésliches 
Uransalz enthalt, eher Uranylion aufnehmen, welches im lebenden 
Organismus auf Stoffe, die das Wesen der organisierten Masse bilden, 
reagieren kénnte. Das Wurzelsystem wiirde in diesem Falle die Rolle 
eines energischen Regulators der Resorption des Urans durch die 
Pflanze in dem Sinne spielen, daB es dem in der Lésung enthaltenen 
Uranyl:on den Eintritt in die griinen Teile verhindert; diese Ver- 
mutung scheint dadurch bestatigt, daB die Dosen des Uranylnitrats, 
die schon toxisch auf die Pflanzen wirken, durch die Verzégerung 
des Wurzelsystemwuchses und je nach der Konzentration der Lésung 
auch durch das Gelbwerden der Wurzeln charakteristisch sind; diese 
Erscheinung ist am deutlichsten bei den Wurzelspitzen und steigt bei 
Erhéhung der Konzentration in der Richtung zu den Chlorophyllappa- 
raten. Die mikroskopische Untersuchung der so entwickelten Pflanzen 
ergibt ein Anhaufen des gelblichen Niederschlages, Uranoxyds, wie 
wir uns durch mikrochemische Methoden iiberzeugt haben, in den 
Partien der Wurzelspitzen. Der griine Teil empfindet, wenn auch die 
Wirkung auf die Wurzeln eine offenbar depressive ist, gewissermaBen 
den direkten Einflu8 des Giftes nicht. Interessant ist, daB erst bei 
Anwendung von 15 bis 20 g Uranylnitrat die Keimung bei allen Samen, 
namentlich bei den Cerealien, viel rascher vor sich gegangen ist. 

Es wurde auch der EinfluB des NO,-Anions im Uranylnitrat auf 
die Keimfahigkeit der Pflanzen untersucht. Zu diesem Behufe wurde 
das Keimen auf ahnliche Art wie mit Uzanylnitrat durchgefiihrt, nur 
wurde dieses durch Natriumnitrat im Aquivalenten, dem NO, im 
Uranylnitrat entsprechenden Quantum ersetzt; vorher wurde der 
quantitative Gehalt an Stickstoff in beiden als chemisch reine Salze 
verwendeten Nitraten festgestellt. Der Versuch dauerte 15 Tage, wurde 
photographiert und die Trockensubstanz bestimmt. Das Resultat kann 
kurz in folgendem Schlusse zusammengefaBt werden: Bei solchen Quan- 
titaiten von Natriumnitrat, die — was den Gehalt an Stickstoff an- 
belangt — den Konzentrationen des Uranylnitrats von 0,00000625 
bis 0,0001 (in Grammatomen Uran pro 1 Liter Wasser ausgedriickt) 
entsprechen, zeigte sich fast kein Unterschied, sowohl beziiglich der 
konstatierten Trockensubstanz als auch im Aussehen der Pflanzen. 
Auf Grund dieses Resultates kann man sagen, daB das Anion NO, in 
diesen Quantitéten von Uranylnitrat keinen Einflu8 auf die Keim- 
fail.igkeit der Pflanzen auszuiiben vermochte. GréBere Quantitaten 
hatten auf die Bildung der Pflanzenmasse offenbar einen giinstigen 
EinfluB, was man deutlich aus dem gesamten Aussehen der Pflanzen 
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(namentlich an der Farbe der Blatter) sowie an der festgestellten 
Trockensubstanz beobachten konnte. Daraus kann man schlieBen, 
daB die saure Uranylnitratkomponente keinen EinfluB auf die Kein. 
faihigkeit der Pflanzen hat. 

Fassen wir die Resultate unserer Versuche iiber den EinfluB des 
Uranylions auf die Keimung der Pflanzensamen zusammen, so finden 
wir, da8 Uranylnitrat in stark verdiinnten Lésungen, und zwar 
0,000 003 125 bis 0,0005 Grammatome Uran in Form von Uranylnitrat pro 
Liter Wasser, einen férdernden EinfluB auf das Erwachen des Embryos 
sowie auf den ganzen KeimungsprozeB der Samen ausgeiibt hat. Die 
verschiedenen Pflanzenarten verhalten sich gegen diesen EinfluB gan 
individuell. 

Hohere Konzentrationen von Uranylnitrat wirken auf die Entwick. 
lung der Embryonen sowie auf den ganzen KeimungsprozeB depressiv. 
Sie tiben einen toxischen Einflu8 auf das Protoplasma der Zellen aus, 
was sich am deutlichsten darin manifestiert, daB das Wurzelsystem 
in seiner Entwicklung aufgehalter wird. Interessant ist, daB die Chloro. 
plasten diesem direkten Einflu8 der Uransalze widerstehen. 


Die héheren Konzentrationen haben einen ungiinstigen Einflud 
ausgeiibt und Stérungen im Stoffwechsel hervorgerufen. Die Wurzeln 
und die oberirdischen Pflanzenteile hérten auf zu wachsen, wiesen 
wesentliche Schadigungen auf und blieben tiberhaupt gegeniiber den 
Kontrollversuchen zuriick. Namentlich die Erbsen, Linsen, Bohnen und 
auch Sojabohnen zeigten Merkmale stirkerer Beschadigungen. 


Aus den ganzen Beobachtungen haben wir geschlossen, daB bei 
den Pflanzen, mit welchen wir experimentierten, eine spezifische 
Permeabilitat der Zellen fir Uranylion besteht, sowie auch spezifische 
Reaktionen der Plasmakolloide, und daB sich unter dem EinfluB der 
Radioaktivitat des Uraniums individuelle Prozesse in den Plasma- 
bestandteilen abspielen. Zum gréBten Teile wurde aus den stark ver- 
diinnten Lésungen eine relativ gréBere Ionenmenge aufgenommen, als 
aus den konzentrierten. Eine starke Anhaufung des Uranylions in 
der Zelle ruft Plasmolyse hervor. 

Der Verlauf des Keimungsprozesses zeigt uns, daB bei Gegenwart 
von kleinen Quantitaten Uranylion sich die Keimlinge rasch zu ent- 
wickeln beginnen. Die Wurzel sprengt die Samenschale, gelangt zuerst 
ins Freie. Das Stémmchen entwickelt sich viel schneller und entfaltet 
seine Blatter iiber dem Boden. Vollkommen entgegengesetzte Er- 
scheinungen zeigten sich bei Verwendung von starkeren Konzentrationen 
Uranylion. Schwache Konzentrationen von Uranylion bewirken eine 
bedeutend raschere Mobilisation der Nahrstoffe beim Keimungsproze! 
der Samen. Die inaktiven Reservestoffe werden in aktive verwandelt. 
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Interessant ist, daB im Dunkeln geziichtete Pflanzen, ans Licht gebracht, 
bei Gegenwart von Uran viel rascher griinen, als ohne Uran. 


Uranylion ist nach unseren Forschungen nicht so schiadlich fiir 
das Pflanzenwachstum. Das Protoplasma der Embryonen wird auch 
bei Verwendung von ziemlich starken Konzentrationen nicht in den 
ersten Tagen getétet, erst durch lingere Einwirkung erweist sich das 
Uranylion als schidlich. Die Widerstandsfahigkeit gegen die toxische 
Wirkung des Uranylions zeigt sich namentlich, wenn die Chlorophyll- 
apparate der Pflanze bereits entwickelt sind. Wir fanden, daB bei 
Keimpflanzen, die bereits entwickelte Chlorophyllapparate besitzen, die 
Toxizitat der Konzentrationen von Uranium, die auf das Protoplasma 
des Wurzelsystems der Keimlinge, wo das Chlorophyll nicht aufgebaut 
war, z. B. bei etiolierten Keimlingen, schidlich gewirkt haben, nicht 
so intensiv in Erscheinung tritt. 

Diese Phainomene lassen sich am besten beobachten, wenn die 
Pflanzen in Wasserkulturen, bei Zusatz von verschiedenen Quantitéten 
Uranylnitrat zur Nahrlésung geziichtet werden, wie wir in den folgenden 
Kapiteln sehen werden. 


Beteiligung des Urans an den photosynthetischen Prozessen. 


Die griine Pflanze nimmt den Kohlenstoff mittels der Chlorophy!l- 
apparate in Form von Luftkohlensiure, oder mittels des Wurzel- 
systems in Form von Bicarbonaten aus dem Boden zum Aufbau neuer, 
lebender Pflanzenmasse auf. Es ist von groBem Interesse, festzustellen, 
wie sich das Uran zu der primaren Synthese der organischen Stoffe 
verhalt. 


Zu diesem Zwecke bedienten wir uns des von K. Linsbauer modi- 
fizierten Apparats von Jngenhousz, mittels dessen es méglich ist, wie 
Abb. 1 veranschaulicht, die ausgeschiedenen Gasvolumina, zu messen. 
Der Apparat enthielt 23,5 Liter Wasser und 2,5 g Natriumbicarbonat. 
Die Versuchszylinder mit Uranium erhielten pro 23.5 Liter 0,0665 g 
Uran in Form von Uranylnitrat zugesetzt (= 221,40 . 10~? Millicurie, 
dies entspricht pro 1 Liter = 9,42.10~7 Millicurie). In weiteren 
Versuchen verfolgten wir die Einwirkung des Kaliumbicarbonats auf 
die photosynthetischen Prozesse. Zu diesem Zwecke enthielt das 
Wasser in den Zylindern statt Natriumbicarbonat 2,5g Kalium- 
bicarbonat. Die Lésungen wurden jeden fiinften Tag erneuert. Als 
Versuchspflanze diente Vallisneria. 


Bei dem Studium des Gasaustausches der Wasserpflanzen ist 
zu konstatieren, dab das Gas, welches ir der oberen graduierten Réhre 
aufgefangen und gemessen wird, nicht immer reiner Sauerstoff ist. 

ge 
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Wir fanden gewoéhnlich 1 bis 2°, Kohlendioxyd, 40 bis 50°, Sauerstoff 
und 39 bis 58°, Stickstoff. 

Beit unseren Versuchen mit Natriumbicarbonat konstatierten wi; 
dap in den Kontrollapparaten, die kein Uran enthielten, binnen 24 Stundey 
5 bis 8cem Sauerstoff nachweisbar waren, wihrend in den Uran eni. 
haltenden Apparaten 14 bis 16 com Sauerstoff festgestellt wurde. Wir 
haben diese Experimente éfters wiederholt und sie dokumentierten, dap di: 





Abb. 1. 
Versuche beziiglich des Einflusses des Urans auf die photosynthetischen Prozesse. 
1: Ohne Uran. Il: Mit Uran. , 
Wir sehen einen bedeutenden Unterschied in der Menge der ausgeschiedenen Gase. 


a7 

photosynthetische Assimilation des Kohlendioxyds durch das Uranium 
unterstiitzt wird, zwar nicht so intensiv wie durch Radium, aber doch 
stark genug, daB die durch das Uranium bei Tageslicht bewirkte Erhéhung 
der Dynamik der Assimilation des Kohlendioxyds deutlich in Erschei- 
nung tritt. 

Interessante Resultate ergaben die Experimente mit Kaliumbicarbonat 
Die photosynthetischen Prozesse erfuhren eine Erhéhung bloB in den 
Apparaten, wo kein Uranium enthalten war. Bei Gegenwart von Uran 
zeigten sich keine groBen Differenzen. Dieselbe Erscheinung konstatierten 
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wir auch in radioaktiven Wdssern. Es lassen sich hier die antagonistischen 
\\ irkungen zwischen Uranium, Radium und dem radioaktiven Element 
Kalium feststellen. 

Bei den Versuchen ohne Uran wurde in den Zylindern mit Kalium- 
bicarbonat in 24 Stunden 9 bis 12 ccm Sauerstoff konstatiert, bei 
Gegenwart von Uran 9 bis 13cem. Die antagonistische Wirkung des 
Urans ist deutlich zu erkennen. 

Die hier angefiihrten Resultate sind die Ergebnisse ganz exakter 
Untersuchungen, jeder Versuch wurde 15- bis 20mal wiederholt. In 
jedem Versuchszylinder kam dieselbe Menge Pflanzen zur Anwendung. 


Einwirkung des Uranylions auf die Transpirationsprozesse. 


Zu diesen Versuchen bedienten wir uns zuerst des sehr einfachen 
Apparates von Pfeffer, der aus einem graduierten GefaB nach Art 
eines MeBzylinders besteht, in dessen oberer Offnung, die verengert ist, 
man die Versuchspflanze mit Hilfe eines Stépsels luftdicht befestigt. 
Oberhalb des Bodens ist ein Tubus angebracht, der, mit einem Kaut- 
schukstépsel versehen, ein rechtwinklig gebogenes Glasrohr tragt, das 
eine MaBeinteilung besitzt und mit dem Zylinder kommuniziert. 

Man bestimmt durch Wagung das Ursprungsgewicht des ganzen 
Apparates samt der Pflanze und hierauf die Gewichtsabnahme, so dab 
die GréBe der Transpiration gefunden wird, wahrend gleichzeitig das 
Fliissigkeitsniveau im kommunizierenden MeBrohr die aufgenommene 
Wassermenge verzeichnet. AuBerdem haben wir das ausgeschiedene 
Wasser zum Zwecke der Kontrolle auch mit der Transpirationswaage 
gemessen. Die Resultate stimmten iiberein. 

Weiter benutzten wir auch den zweiten Apparat von Pfeffer zur 
Messung der Transpiration, der bedeutend exakter arbeitet. Er besitzt 
eine ahnliche Konstruktion, nur ist der Tubus oben statt unten an- 
gebracht. Der Stépsel, der das GefaB verschlieBt, tragt in der einen 
Bohrung die Versuchspflanze, in der anderen ein Thermometer, das 
ebenfalls in das Wasser eintaucht. Das englumige, in dem Tubus be- 
findliche Rohr tragt einen MaBstab und liegt horizontal, wodurch 
eine Verainderung des Wasserdrucks vermieden wird. Ein Wieder- 
fiillen des Rohres ist durch einen Hahn erméglicht, der die Verbindung 
mit einem héher gestellten GefaB herstellt. Mittels dieses Apparates 
ist die Ablesung innerhalb sehr geringer Zeitintervalle und die Beob- 
achtung der Aufnahme von sehr geringen Wassermengen médglich. 
Wir haben die Versuche mit verschiedenen Pflanzen vorgenommen: 

1. SproB von Castanea vesca, 
. SproBb von Sambucus, 
. Zea Mais, 


to 


we 


. Pisum sativum. 


_ 
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Diese Pflanzen wurden in einer Nahrstofflésung kultiviert, cic 
pro 1000 ccm Leitungswasser nachstehende Zusammensetzung hatt 


1 g Kaliumnitrat, 
0,5 ¢ Magnesiumcehlorid, 
1 g Tricaleitumphosphat. 

Die Apparate wurden in zwei Gruppen geteilt. Die eine Gruppe erhielt 
pro | Liter Nahrlésung 0,0028 g Uran in Form von Uranylnitrat (diejenige 
Menge, die sich bei den Wasserkulturversuchen am besten bewahrt hat 
zugesetzt, die andere Gruppe blieb ohne Uran. Nach 6 Tagen haben cic 
einzelnen Pflanzen nachstehende Mengen Wasser pro 1 qem Blattoberflacly 
transpiriert : 

Versuche mit Uranzusatz: 
Castanea vesca. . ... . 4,28 Zea Mais 
ee 4.17 Pisum sativum 


Kontrollversuche : 


utanea vesca. .... . 3,48 Zea Mais 
oe a Pisum sativum 


Wir sehen, daB die in der Uranylnitrat enthaltenden Ndhrlésung 
kutivierten Pilanzen infolge der Einwirkung der Radioaktivitdt des Ura- 
niuns viel gréBere Quantitéten Wasser transpirierten, als unter normalen 
Bedingungen wachsende Kulturpflanzen. Durch das Uranium werden 
die Transpirationsvorgdnge der Pflanze und die Aufnahme der einzelnen 
Ionen aus der Ndhrlésung geférdert und dadurch auch das Wachstum 
angeregt. 

Bei unseren Wasserkulturversuchen haben wir konstatiert, dab 
die Resorption der einzelnen Ionen aus der Nahrlésung in den Gruppen I! 
und III sehr energisch vor sich gegangen ist. Die Prozesse der Resorption 
der Ionen aus der Nahrlésung stehen in kausalem Zusammenhang mit 
der Transpiration. Die Spaltéffnungen sind die Wege, auf denen dic 
Kohlensaiure in das Innere der Pflanze eindringt. Gleichzeitig sind sie 
auch die Kanile, durch die das transpirierte Wasser aus der Pflanze in 
die Atmosphare entweicht. Die ganze Energie der sich in der Pflanze 
abspielenden Prozesse ist in hohem MaBe von der Weite der Spalt- 
6ffnungen abhangig. Dieselbe wird durch verschiedene Faktoren 
reguliert, una zwar nicht nur durch die Feuchtigkeit der Atmosphiire, 
da die Wassersattigung der SchlieBzellen die Offnungsweite der Spalt- 
6ffnungen bedingt, sondern auch durch die Radioaktivitaét der Blatter. 

Durch den Transpirationsstrom miissen die Nihrsalze herbei- 
geschafft werden, die zur weiteren Verarbeitung der Assimilate er- 
forderlich sind. Das aufgenommene Wasser muBb, soweit es nicht beim 
Wachstums- und Assimilationsvorgang verbraucht wird, in Form von 
Wasserdampf durch die Spaltéffnungen ausgeschieden werden. Nac! 
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einer Berechnung von Reinau muB die Pilanze, um einen Teil Kohlen- 
siure binden zu kénnen, 312 Teile Wasser abgeben. Die Umwandlungs- 
energie von 1 g CO, in Hexose beansprucht 2550 cal. die Verdunstungs- 
energie von | g H,O betragt 606 cal. fiir 312 g also 312 . 606 = 189072 cal. 
Zur Assimilation von 1g CO, wiirden demnach verbraucht 189 072 
+ 2550 = 191622 cal. Wenn diese Zahlen fiir verschiedene Pflanzen 
unter verschiedenen duBeren Einfliissen fraglos auch sehr abweichend 
ausfallen diirften, so muB doch die Tatsache als sicherstehend gelten, 
daB der Energieverbrauch durch die Transpirationsarbeit erheblich 
gréBer ist als der durch die Assimilation bedingte. 

Die intensive Transpiration von Castanea vesca, Sambucus, Zea 
Mais und Pisum sativum hangt mit der intensiven Aufnahme der 
einzelnen Ionen aus der Nahrlésung zusammen. Lie Starke der Re- 
sorption entweder der Anionen oder der Kationen hat selbstverstandlich 
einen groBen Einflu8 auf die Konzentration der Wasserstoffionen in 
der Nahrlésung. 

Bei unseren auf 8.40 besprochenen Wasserkulturversuchen mit 
Zea Mais und Polygonum fagopyrum haben wir im Laufe der ganzen 
Vegetationsdauer in jedem Zylinder viermal die Wasserstoffionen- 
konzentration mittels der elektrometrischen Methode nach Michaelis 
bestimmt. Die durchschnittlichen Resultate sind nachstehende: 

t 








Gruppe Pu Gruppe Pa 
I 5,84—6,2 VI 6,18—6,27 
II 6,94—7,18 Vil 6,19—5,94 
I 7,11—7,22 Vill 6,07—5,86 
IV 7,08—7,16 IX 5,74—5,88 
Vv 6,49—6,53 


Wir sehen, daB sich die Wasserstoffionenkonzentration in den 
Kontrollversuchen zwischen pa = 5,8 bis 6,2 bewegt. Bet Zusatz von 
kleinen Mengen Uranium in Form von Uranylnitrat, alsoindenGruppen IT, 
IIT, IV, zeigt sich eine schwach alkalische Reaktion der Nahrlésung, da 
durch das Uranylion die Aufnahme der Anionen geférdert wird. Bei 
stiéirkerer Konzentration des Uranylions in der Ndhrlésung trilt eine 
Depression in der Aufnahme der Anionen ein, und wir sehen, daB sich 
die Wasserstoffionenkonzentration der Lésung der der Kontrollversuche 
nithert. 

Zea Mais hat die Eigenschaft, aus der Nahrlésung immer mehr 
Anionen zu absorbieren, als Kationen. Wir sehen, daB in der Rein- 
asche von Zea Mais gréB-re Mengen Anionen als Kationen vorhanden 
sind. Unter den Anionen tritt namentlich das Phosphat- und Silikation 
hervor. Wir haben konstatiert, daB in den Fallen, wo die Aufnahme 
des Phosphations durch das Uranylion gehemmt wurde, an Stelle des 
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Phosphations gréBere Quantitaiten Silikation resorbiert werden. 
Wir sehen, daB in den Gruppen II, III, IV durch das Uranylion die 
photosynthetischen Prozesse geférdert werden, und dadurch auch die 
Resorption der Anionen und Kationen. Zwischen den photosynthetischen 
Prozessen und der Aufnahme der einzelnen biogenen Elemente, wie 
Stickstoff, Phosphor, Silicium, Schwefel, Kalium, Calcium, Magnesium, 
Eisen usw., bestehen mathematische Gesetze. Auf 100 kg Kohlenstoff 
z. B. werden 3 bis 4 kg Stickstoff, 2 bis 3 kg Phosphorséure usw. aus 
dem Nahrmedium resorbiert. 

Das Uranylion bewirkt, wie wir bereits erwahnten, nicht nur eine 
intensivere Aufnahme des Kohlendioxyds und eine erhéhte Dynamik 
der Photosynthese, sondern auch eine energische Aufnahme der 
einzelnen biogenen Elemente. Alle diese biochemischen Vorginge 
stehen in engem Zusammenhange mit den Transpiration:pzozessen. 


Uber den Einflu8 des Uranylions auf die Entwicklung der Pflanzen in 
Niahrlésung. 

Zwecks Studiums des interessanten Problems beziiglich der Ein. 
wirkung des Uranylions auf die Entwicklung der Vegetation haben 
wir Versuche mit Zea Mais und Polygonum fagopyrum ausgefiihrt. 
Ausgesuchte, angefeuchtete Samen dieser Pflanzen, die annahernd das 
gleiche Gewicht besaBen, wurden in einen Linhartschen Keimapparat 
gebracht, in welche:a sich steriler, mit sterilem Wasser angefeuchteter 
Sand befand. Sobald die Keimlinge der verwendeten Pflanzen, ab- 
gesehen von der Hauptwurzel und der Plumula, noch einige mehrere 
Zentimeter lange Nebenwurzeln ausgebildet hatten, nahmen wir sie 
vorsichtig aus dem Keimapparat heraus, spiilten sie mit sterilisiertem, 
destillierten Wasser sehr sorgfaltig ab und brachten sie mittels der 
Wasserkulturmethode weiter zur Entwicklung. Die Pflanzen wurden 
in einem Glaszylinder von 3500 ccm Inhalt geziichtet, die Nahrlésung 
wurde ab und zu erneuert. Durch die Vegetationszylinder wurden 
tiglich betrichtliche Mengen Luft geleitet, so daB die Wurzeln sich 
in vollstandiger Aerobiose befanden. Lie VegetationsgefaBe wurden in 
einem Glashause auf Rollwagen aufgestellt, die bei schéner Witterung 
ins Freie, in einen mit einem groBmascl igen Drahtnetz abgeschlossenen 
Raum gebracht wurden. Die Nahrlésung enthielt pro 1000 ccm 
destilliertes Wasser: 

1. Nahrlésung mit allen Nahrstoffen: 


1 g Kaliumnitrat, 1,50 g Dicaleiumphosphat, 
0,25 g Kaliumchlorid, 0,10 g Ferrophosphat, 
0,02 g Natriumchlorid, 0,25 g Calciumsilikat, 


0,025 g Magnesiumsulfat. 
2. Nahriésung: 
1g Kaliumnitrat. 
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Zu diesen Nahrlésungen wurden verschiedene Mengen Uranylnitrat 
zugesetzt, und zwar gingen wir auf die Weise vor, daB wir 3,5 g chemisch 
reines Uranylnitrat in 1 Liter Wasser auflésten und dann portionsweise 
den einzelnen VegetationsgefiBen zusetzten. Es sei hier noch bemerkt, 
daB die verwendeten chemischen Verbindungen speziell umkristallisiert 
und chemisch rein waren. 


Wir legten nachstehende, aus acht bis zehn VegetationsgefaBen 
bestehende Gruppen mit den einzelnen Pflanzen, und zwar Zea Mais 
und Polygonum fagopyrum an: 


Gruppe I: Kontrollversuch, 3500 cem Nahrlésung ohne Uraniumion. 


Gruppe II: 3500 cem Nahrlésung + 0,0105 g Uranylnitrat = 0,0049 g 
Uran = 16. 10-’ Millicurie. Dies entspricht pro 1000cem Nahrlésung: 
0,0014 g Uran = 5. 10—’ Millicurie. 

Gruppe III: 3500 cem Nahrlésung + 0,0210 g Uranylnitrat = 0,0097 g 
Uran = 32.10—’ Millicurie. Dies entspricht pro 1000 ccm Niahrlésung: 
0,0028 g Uran = 9. 10—’ Millicurie. 

Gruppe IV: 3500 cem Nahrlésung + 0,0315 g Uranylnitrat = 0,0146 g 
Uran = 49. 10-" Millicurie. Dies entspricht pro 1000cem Néhrlésung: 
0,0042 g Uran = 14. 10—’ Millicurie. | 


Gruppe V: 3500 ccm Nahrlésung + 0,042 g Uranylnitrat = 0,0195 g 
Uran = 65.10-—? Millicurie. Dies entspricht pro 1000cem Nahrlésung: 
0,0056 g Uran = 19. 10—’ Millicurie. 


Gruppe VI: 3500 ccm Nahrlésung + 0,0525 g Uranylnitrat = 0,0244 g 
Uran = 82.10-’ Millicurie. Dies entspricht pro 1000 cem Néhrlésung: 
0,0070 g Uran = 23. 10—’ Millicurie. 


Gruppe VIT: 3500 ccm Nahrlésung + 0,0630 g Uranylnitrat = 0,0292 g 
Uran = 97.10-* Millicurie. Dies entspricht pro 1000ccm Nahrlésung: 
0,0084 g Uran = 27. 10—’ Millicurie. 


Gruppe VIII: 3500 cem Naéhrlésung + 0,0735 g Uranylnitrat = 0,0341 g 
Uran = 114. 10-—’ Millicurie. Dies entspricht pro 1000 ccm Nahrlésung: 
0,0098 g Uran = 33. 10—’ Millicurie. 


Gruppe IX: 3500 ccm Nahrlésung + 0,0840 g Uranylnitrat = 0,0390 g 
Uran = 129. 10-7 Millicurie. Dies entspricht pro 1000 ccm Nahrlésung: 
0,0112 g Uran = 37. 10—? Millicurie. 


Gruppe X: 3500 ccm Nahrlésung + 0,0945 g Uranylnitrat = 0,0438 g 
Uran = 147. 10-’ Millicurie. Dies entspricht pro 1000cem Nahrlésung: 
0,0126 g Uran = 42. 10—’ Millicurie. 


Gruppe XI: 3500 ccm Nahrlésung + 0,105 g Uranylnitrat = 0,0487 g 
Uran = 162.10-—’ Millicurie. Dies entspricht pro 1000 ccm Niahrlésung: 
0,0140 g Uran = 47. 10—? Millicurie. 


Die Vegetationsversuche dauerten: Versuche mit Zea Mais: 119 Tage. 
Versuche mit Polygonum fagopyrum: 82 Tage. 


Die Resultate unserer Beobachtungen waren folgende: 
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Tabelle VII. 


Das Gewicht der Trockensubstanz von zehn ganzen Pflanzen betrug: 





Polygonum » ap, Polygonum 
Gruppe fagopyrum Zea Mais Gruppe fagopyrum Zea Mais 


22,96 98,42 vil 18,16 80,84 

23,74 99,33 Vil 16,63 58,78 

29,57 134,16 IX 15,28 40,11 
26,46 157,28 Xx 13,07 28,35 
29,58 126,07 XI | 11,59 26,04 
19,74 108,16 





Da durch das Phosphat- und Sulfation das Uran teilweise in un. 
léslichen Zustand iibergefiihrt wird, so wurden die Versuchspflanzen 
zeitweilig aus der Nahrlésung, die alle Nahrstoffe enthielt, in eine Nahr. 
lésung gebracht, in der sich nur Kaliumnitrat befand. Selbstverstandlic) 
enthielt diese zweite Nahrlésung dieselben Konzentrationen Uran, 
wie die entsprechende Nahrlésung mit allen Nihrstoffen. Bei dem 
Kontrollversuch ohne Uran enthielt die Nahrlésung bloB Kaliumnitrat. 
Diese ganzen Operationen wurden natiirlich vollkommen gleichmabig 
ausgefiihrt. 

Wir sehen aus den angefiihrten Ergebnissen, da8 in der Gruppe III. 
wo pro 1000 ccm Nahrlésung 0,0028 g Uran zugesetzt worden waren 
eine Steigerung der Produktion neuer, lebender Pflanzemasse von Zea 
Mais stattgefunden hat. Das Trockensubstanzgewicht von zehn ganzen 
Pflanzen betrigt in dieser Gruppe 134,16 g, wihrend dasselbe im Kontroll- 
versuch bloB 98,42 g ausmacht. Die héchste Bildung an Pflanzenmasse 
findet sich in der Gruppe IV, die pro 1000 ccm Niahriésung 0,0042, 
Uran enthalt, sie betragt 157,28 g. Dieselben Erscheinungen sehen wir 
auch bei Polygonum fagopyrum. Im Kontrollversuch betragt das 
Trockensubstanzgewicht von zehn ganzen Pflanzen 22,96 g, in der 
Gruppe ITI steigt es auf 29,57 g. In héheren Konzentrationen, z. B. in 
Gruppe VI, wo die Nahrlésung pro 1000 ccm 0,007 g Uran enthiilt, 
zeigt sich bereits eine Depression in der Pflanzenproduktion sowo))! 
bei Zea Mais als auch bei Polygonum fagopyrum. Diese depressive 
Wirkung steigt mit der Konzentration, wir finden, daB bei Gruppe X1 
die pro 1600 ccm Nahrlésung 0,014g Uran enthalt, die Pflanze sic) 
ungemein schlecht entwickelt. Das Trockensubstanzgewicht von zen 
ganzen Pflanzen betragt bei Zea Mais 26,04 g, von Polygonum fagopyrum 
11,59 g. (Abb.2u. 3.) Wir haben die Versuche mit Zea Mais nochmals 
wiederholt und konnten konstatieren, daB ein Urangehalt der Nahr. 
lésung von 0,0028g Uran pro | Liter eine sehr giinstige Bildung 
neuer, lebender Ptlanzenmasse bewirkt hat. 

Aus diesen Experimenten gewannen wir den Eindruck, dap klein 
Quantititen Uran — und zwar 0,0014 bis 0,0042g Uran pro 1000 ccm 
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\dhrlosung — eine giinstige Wirkung auf die Photosynthese, Assimilation 
des Kohlendioxyds und den Aufbau neuer, lebender Pflanzenmasse haben 
letter ist zu erwihnen, dag das Uran die Stickstoffassimilation durch 
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Abb. 2. 
Polygonum fagopyrum. 
Der Urangehalt der Nahrlésung, in welcher sich die Pflanzen entwickelt haben, betragt pro Liter 
I.: 0,0028 g; II.: 0,0042g; III: 0,0042g; IV: 0,0126g; V.: 0.014g. | 
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um Abb. 3. 
als Zea Mais. 

Der Urangehalt der Nahriésung, in welcher sich die Pflanzen entwickelt haben, betragt pro Liter 
hr. 1.: 0,0028 g; Il.: 0,0042g; IIL: 0,0056g; IV.: 0,0084g. 





das Wurzelsystem der Pflanze in weitgehendem Mae unterstiitzt. In 
nachstehender Tabelle VILL ist der Stickstoffgehalt der Trockensubstanz 
der geernteten ganzen Pflanzen angefiihrt. 


4 née 
cm 














J. Stoklasa u. J. Pénkava: 


Tabelle VIII. 


Stickstottgehalt der Trockensubstanz. 





Polygonum y * Polygonum . i 
Gruppe fagopyrum Zee Mais Gruppe fagopyrum aghaees 


0 a ( 
0 


[Ss 
~~ 


Vil sli 2.48 
Vill ,! 2.29 
IX Aly 2.12 
X AS 1.83 
XI , 1.65 


I 2.14 
ll 2.56 
2.73 

I\ 2.83 
V 2,06 
VI 2.00 


nO 1S 99 go Go DO 
Dwi na 
BBS Alor 





Wir kénnen die interessante Tatsache konstatieren, dai in den 
jenigen Gruppen, in welchen die gré8te Bildung an Pflanzenmasse 
stattgefunden hat, auch die starkste Stickstoffassimilation vor sich 
gegangen ist. Es ist dies in der Gruppe IIT und IV der Fall. 


AuBerdem fiihrten wir unter denselben Versuchsbedingungen 
Experimente mit Avena sativa aus. Die Pflanzen wurden in der Bliite 
geerntet. Die Resultate, ausgedriickt in Trockensubstanz, betrugen 
pro zehn Pflanzen: 


Gruppe I ....... .. . 10,52g, Stickstoffgehalt 3,06 % 
ea ee eee . 17,10 g, = 3,28 %, 

17,10 g, - 3,45 % 

13,80 g, oa 2,84 % 


7,82 g, * 2,76 % 
Die Pflanzen der Gruppe VI sind gar nicht mehr zur Bliite gelangt. 


Weiter konstatierten wir die duferst interessante Erscheinung, da} 
hei im Dunkeln ausgefiihrten Wasserkulturversuchen die Konzentrationen 
von Uran inGruppe II (0,0014 g Uran pro Liter), Gruppe IIT (0 0028 9 
Uran pro Liter), Gruppe IV (000429 Uran pro Liter), die bei Lichi 
einen fordernden Einflup auf die Bildung neuer, lebender Pflanzenmass: 
ausgeiibt haben, schidlich wirken im Vergleich zum Kontrollversuch 
Uberhaupt stellen die sich im Dunkeln unter dem Einflug von Uran 
entwickelnden Pflanzen friiher jhre Entwicklung ein als die Kontroll- 
Pilanzen. Die stérkeren Konzentrationen von Uran haben im Dunkeln 
rascher das Absterben der Pflanzen herbeigefiihrt als am Lichte. Wu 
sehen also, dap schwache Konzentrationen von Uran nur bei Licht das 
Wachstum der Pflanzen férdern. 


Die Verfolgung der Aufnahme der Aschenbestandteile ist von 
hoher physiologischer Bedeutung. Die Tatsache, daB bei schwachen 
Konzentrationen von Uran ein viel rascherer Aufbau neuer, lebende: 
Substanz stattgefunden hat, fiihrt ums zu der Annahme, daB dir 
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\echanik des Stoffumsatzes im Protoplasma viel energischer vor sich 
gegangen ist. Durch unsere physiologischen Versuche, welche spiter 
besprochen werden, haben wir konstatiert, daB durch die Radioaktivitat 
cine Erkéhung der Permeabilitaét der Epidermiszellen der Wurzeln 
bewirkt wird. Die Reinasche wurde bei allen Versuchs- und Kontroll- 
pilenzen bestimmt und analysiert. Die Resultate unserer Unter- 
suchungen sind nachstehende: 





Polygonum , . Polygonum . 
Gruppe fagupyrum Zea Mais Guage fagopyram Zea Mais 
0 0 0 


Reinasche der ganzen Pflanze. 





| 0.98 4.87 VII 0.53 3.37 
ll 1.67 5.62 Vill O.58 3,28 
Ill 1.95 6.94 IX 0.52 2.96 
I\ 1.98 5.73 \ 0,47 2. 88 
\ 0.98 4.23 \l 0.49 2.69 
VI 0.76 3.96 | 

Reinasche der Blatter. 

I 1,24 5.04 IV 2.24 7,24 
Il 1.57 5.53 V 1,18 5.73 
Ill 2.29 6.97 


Die sich unter dem EinfluB von minimalen Dosen Uran in den 
Gruppen ITI und IV entwickelnden Blatter von Polygonum fagopyrum, 
sowie von Zea Mais enthalten bedeutende Mengen Reinasche. Es abt 
sich demnach annehmen, daB durch die Radioaktivitaét dieser kleinen 
Quantitaten Uran in den Gruppen III und IV eine Hebung der Energie 
der Transpirationsprozesse bewirkt wurde und dadurch auch eine 
raschere Aufnahme der einzelnen Ionen, sowie deren Anlagerung in 
den Blattern, dem Laboratorium der photosynthetischen Prozesse. 


Die Zusammensetzung der Reinasche ist in nachstehenden 
Tabellen IX und X angefiihrt. 


Tabelle IX. 


Polygonum fagopyrum. 





Gruppe P,O; Cl | SO; SiO, K,O0 Na,O MgO CaO Ay | 
I 25,55 7.74 320 3.98 3636 284 3.85 13,43 1,76 } 98,71 
ll 30,34 6,23 15 2,64 38518 3,18 4,22 12,53 2.16 } 99.63 
I 34,16 514 1,05 284 37.73 252 3,76 13,06 198 } 10224 


I\ 31.32 3,76 2.74 228 3685 3,10 462 1218 1,84 98,69 


3 
l 
2 
Vo 2342 8.27 4.5: 
+ 
D 


$6 666,32) «6385.78 326 518 13,62 1,68 | 102,06 
VI 18.74 9,18 466 7,88 36.26 3,07 4,05 1185 1,73 } 97.42 
Vil 17.52 10,24 13 864 35.84) 3.54 3.27 12.56 1.62 | YS.36 
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Tabelle X. 
Zea Mais. 





Gruppe P.O, Cl SO, | SiO, K,O0 NasO MgO CaO 


2016 214 2,58 916 390.84 4,07 10,60 17.80 i } 99.58 
27.27 2.09 2.69 6.34 28.55 3.54 944 16.99 248 9921 
29.36 1.86 2.98 5.25 2684 3.08 1023 15.69 33 9854 
22.6 2.99 ) 311 9.84 29,72 4,16 10,74 14.63) 2,6: 9S.US 
16.54 3.56 4,72 13814 3019 5,21 9,73 | 18,54 2, 99.11 
14.36 4,72 494 16.08 25.07 3,96 11,30 14,07 y AE 97.25 


Zur Analyse der einzelnen biogenen Elemente haben wit ganz 
exakte Methoden verwendet, die in zahlreichen unserer  friiheren 
Publikationen genau beschrieben sind. Aus den Analysen geht dis 
interessante Tatsache hervor, dap in denjenigen Gruppen, in welchen 
die héchste Produktion an Pflanzenmasse stattgefunden hat, auch dic 
gropten Mengen Phosphorsdure assimiliert worden sind. IndenGruppen \V 
VI, VII, in denen das Uran eine Depression der Bildung neuer, lebender 
Pflanzensubstanz bewirkte, sinkt der Gehalt an Phosphation, wahrend dic 
Assimilation von Silikation als auch der anderen Anionen, wie Sulfat. 
und Chlorion, steigt. Diese Anionen, wie das Silikation, Chlorion und 
Sulfation, vertreten bis zu gewissen Grenzen sowohl bei Polygonum 


fagopyrum als auch bei Zea Mais das Phosphation, wenn dessen 
Assimilation gesunken ist. 


Der lonenantagonismus zwischen dem Phosphat- und Silikation ist 
iuBerst interessant. Die Versuche ergaben bei starkerer Konzentration 
von Uranylion ein Zuriickdrangen des Phosphations und eine intensivere 
Akkumulation des Silikations im Organismus der Pflanze. Die anderen 
Elektrolyte wurden nicht in so merklicher Weise beeinfluBt. Wir 
sehen bei Zea Mais in Gruppe I 20,16°, Phosphation und 9,16 %, Silikat- 
ion, in Gruppe II steigt unter dem EinfluB des Uranylions die Aufnahme 
von P3O, auf 27,27%, die von SiO, sinkt auf 6,34°%. In Gruppe III 
betrigt der Gehalt an P.O; 29,36 %, an SiO, bloB 5.25%. In Gruppe V 
ist die Aufnahme von Phosphation bereits auf 16,54°%, gesunken, 
hingegen die des Silikations auf 13,14°% gestiegen, in Gruppe VI ist 
diese Erscheinung nech augenfalliger, daselbst betragt der Gehalt an 
P,O; 14,36°%, an SiO, 16,08 %. 

Diese Verhaltnisse treten bei Polygonum fagopryum nicht melir 
so pragnant in Erscheinung, sie sind aber auch da beachtenswert. 

Es sei darauf hingewiesen, daB die verschiedenen Ionen_ nicht 
nur in der Asche, sondern auch in der Trockensubstanz der ganzen 
Pflanzenmasse bestimmt wurden. 
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Die Einwirkung des Uranylions auf die Entwicklung der Pflanzen in 
VegetationsgefaiBen. 


Es wurde die Einwirkung von Uranylnitrat auf Sinapis alba, 
Vicia faba v. minor, Onobrychis sativa, Nicotiana rustica und Fragaria 
vesca studiert. 

Methodik. Die Versuche wurden in einem ausgedehnten Glashause 
mit einem anschlieBenden, gegen jede mégliche Beschidigung durch 
ein dichtes Schutzdrahtnetz geschiitzten Platze vorgenommen. Zu 
den Versuchen wurden teils irdene, porése, kleine VegetationsgefiBe 
verwendet, die in einer Héhe von etwa 2cm mit einem Seitentubus 
versehen waren, in welchen ein gebohrter Kautschukstépsel mit einem 
durchgehenden, zu 90° gebogenen Glasréhrchen gebracht wurde, teils 
verwendete man besondere, zu diesem Versuch verfertigte grobe 
VegetationsgefiBe. Die kleinen VegetationsgefaBe wurden mit je 9 kg 
Ackererde, die groBen VegetationsgefaBe mit je 24 kg derselben Erde 
gefiillt. Die mechanische und chemische Analyse der Erde wurde vor 
dem Versuch ausgefiihrt und die chemische Zusammensetzung ihrer 
Nahrelemente festgestellt. 

Die mechanische Analyse wurde mit dem Schlammapparat von 
Kopecky vorgenommen. Der Boden enthielt pro 100 g 29g Ton, 26g 
Staub, 18 g Staubsand, 27 g Sand. In der Trockensubstanz des Bodens 
konstatierten wir 2,43°%, organische Substanzen, 0,121 °, Stickstoff. 
In 10% kalter Chlorwasserstoffsiure haben sich gelést: 


P,0, . . . . 0,109% ee ore 1,174% 
aye 0,085 % Is a ee nag 0,5% 
K,O .. . . 0,215% Fe,0, + Al,O, 5,993 % 


Die Anzahl der Bakterien betrug pro 1g Boden auf Trocken- 
substanz berechnet 38 Millionen. Die Kohlendioxydproduktion pro 
1 kg Boden mit 20°, Wassergehalt, bei 20°C und bei Durchstrémung 
von 20 Liter kohlendioxyd- und keimfreier Luft pro 24 Stunden belief 
sich auf 42mg. Der Boden war von mittelmaBiger Fruchtbarkeit. 

Wahrend der ganzen Dauer des Versuches wurde der Wassergehalt 
der Erde auf der gleichen Héhe gehalten. Die kleinen und groBen 
VegetationsgefaBe wurden in Gruppen zu je vier Stiick eingeteilt. 
Eine Woche vor dem Einsien wurden den VegetationsgefaBen der 
einzelnen Gruppen wisserige Uranylnitratlésungen verschiedener Kon- 
zentration zugesetzt. Fiir den Kontrollversuch wurde reines, destilliertes 
Wasser verwendet. Die groBen VegetationsgefaBe wurden mit Sinapis 
alba und Onobrychis sativa, die kleinen VegetationsgefiBe mit Vicia 
faba, Nicotiana rustica und Fragaria vesca bepflanzt. Die Vegetations- 
gefaBe der einzelnen Gruppen erhielten stets die gleiche Anzahl Pflanzen. 
Die Kulturen wurden wahrend der ganzen Entwicklung im Freien 
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unter dem Schutznetze aufbewahrt und nur bei ungiirstiger Witterung 
in das Glashaus gebracht. Samtliche bemerkenswerten Verinderungen 
im Verlauf der Entwicklung wurden vermerkt. Mit Ausnahme von 
Onobrychis sativa wurden die Pflanzen nach vollkommener Reifung 
geerntet und mit Riicksicht darauf, dab in der Asche die analytische 
Bestimmung des Urans zum Zwecke der Feststellung der Absorption 
desselben und seiner eventuellen Lokalisation in den Pflanzen vor. 
zunehmen war, wurde die Ernte auf folgende Weise durchgefiihri: 
Die reifen Friichte wurden regelmaBig abgepfliickt und in besonderen 
Sackchen, fiir jedes GefaB und jede Gruppe separat, aufgehoben. Nach 
der Ernte der Samen wurde der obere Teil der Pflanzen von den Wurzeln 
abgetrennt, an der Luft getrocknet, abgewogen, und wieder fiir jedes 
GefaB und jede Gruppe separat aufgehoben. Gleichzeitig wurden die 
Wurzeln ausgerissen, unter einem starken Strome Wasserleitungswasser 
durchgewaschen und an der Luft getrocknet. 


1. Versuch mit Sinapis alba. 


Der Versuch wurde in 36 GefaiBen durchgefiihrt, von welchen ein 
jedes mit 24kg sandlehmiger Erde gefiillt war. Die GefaiBe wurden in 
Gruppen zu je vier Stiick fiir die Kontrolle und die einzelnen Dosen des 
Uranylnitrats geteilt, weiter in gleiche Gruppen zwecks Bestimmung des 
Einflusses der dem Stickstoffgehalt des Uranylnitrats entsprechenden 
Menge Stickstoff in Form von Natriumnitrat. Die Dosen wurden wie folgt 
abgestuft: Uranylnitrat: 0,3 g (enthalt 0,l4g Uran, Radioaktivitat — 466 
. 10—’ Millicurie), 0,6 g (enthalt 0,28 g Uran, Radioaktivitét = 932. 10-° 
Millicurie), 1,2 g (enthalt 0,56 g Uran, Radioaktivitét = 1964. 10-7 Milli- 
curie), 2,4g (enthalt 1,11 g Uran, Rradioaktivitét = 3928 . 10-7 Millicurie). 
15% Natriumnitrat: 0,1116g, 0,2232g¢, 0,45 ¢,0,9g. Die verschiedenen 
Uranylnitrat- bzw. Natriumnitratlésungen wurden, wie bereits erwahnt, eine 
Woche vor der Aussaat den VegetationsgefaBen zugesetzt. 

Bemerkenswert am Wuchse war, daB die mit Uranylnitrat gediingten 
Pflanzen weit besser entwickelt waren, mit gréBeren Blaéttern, von dunkler, 


Tabelle XI. 
Sinapis alba. 








Das Gewicht der lufttrockenen Ernte Asche, 
; Absolute umger. 
Menge des Uranyl- Uran. _ Blatter | | Blatter Trockens auf abso! 
und Netriumnitrats gehalt || und | Samen| und Samen substanz | Trocken: 





i Wurzeln | Wurzeln substanz 
0 0 


See? TAS ae | °lo o | % 0 
Og UO(NOs),6H,O 0 | 82 5,10 | 100 ~=100 11,17 
03¢ - 014 | 47,59 6 148,43 117,64 11,36 
0,6 g . 028 49257 | 158,90 {187/25 11,12 
12¢ 4 056 46,75 6,75 | 146,99 132'35 | ; 11,49 
24g Ill 44 6,20 | 137,59 (121,56 | 11,52 
O16 g NaNO,. . dem Sticke 3425 5,60 | 107,03 109,80 11,10 
0,2282g¢ , . . \stoligehalt 35°95 6 | 110,15 |117,64/ 11,18 
04464g . . . \liquivelente) 39,50 6 | 128,43 117,64] 11,34 
0,8928g¢ , . . | Stickstoff 43 6,10 | 134,37 119,69) 11,08 
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suttgriiner Farbe, als die Kontrolle und sogar als die mit Natriumnitrat 
gediingten Pflanzen. Dieser giinstige EinfluB war am sichtbarsten bei der 
Konzentration von 0,6g Uranylnitrat, be? welcher eine optimale Ernte 
gewornnen wurde. Sonst hatte die Anwendung von Uran keinen sichtbaren 
EinfluB weder auf die Dauer des Keimens, noch auf die des Reifens. Die 
Resultate des Versuchs sind in der Tabelle XI als Durchschnittsziffern von 
vier GefiBen jeder Gruppe angefiihrt. 


2. Versuch mit Onobrychis sativa. 


Der Versuch wurde in derselben Weise ausgefiihrt wie bei Sinapis alba. 
Die GeféBe wurden am 25. Mai besét, die Ernte erfolgte am 20. Oktober. 
Ahnlich wie bei Sinapis alba, wurde auch hier unter dem EinfluB des Urany!- 
nitrats ein iippigerer Wuchs der Pflanzen beobachtet. Am besten wirkte 
die Dosis von 0,6 g Uranylnitrat, bei welcher die reichste Ernte verzeichnet 
werden konnte. Alle mit Uran gediingten Kulturen waren offensichtlich 
besser entwickelt als die mit Natriumnitrat gediingten. Die Resultate der 
Ernte sind in der Tabelle XII angefiihrt. 


Tabelle XII. 
Onobrychis sativa. 











Gewicht der luft- Asche. um- 
trockenen Ernte Absolute “ serechnet 
Menge des Uranyl- und Urangehalt = __ Sa ie oe 
atriumnitrats Ganze Pflanze substenz substanz 
. {| & %lo *lo "lo 
Ng UO (NOs), 6H,O | 0 31 100 84,30 5,30 
03 ¢ » 0,14 34 109,67 84,24 5,30 
0,6 g * 0,28 37,50 120,96 84,67 5,49 
1,2¢ n 0,56 36,20 116,77 85,32 5,52 
24¢ ‘ 1,11 35,85 115,64 84,71 5,41 
0,1116g NaNO, . . | dem Stickstoff- 31,85 | 102,74 84,80 5,48 
0,2282¢ , .. | eres, 3340 107,74 | 8488 5,39 
0,4464 ge o aquivalente | 33.98 | 109,61 84,30 5,87 
08928¢ ° Stickstotfmenge 35,50 | 114,51 | 8493 5.12 


3. Der Versuch mit Vicia faba v. minor. 


Der Versuch wurde in kleinen VegetationsgefaBen ausgefiihrt, die mit 
je 9 kg derselben Erde wie bei den vorangehenden Kulturen gefii'lt waren. 
Gediingt wurde eine Woche vor dem Einpflanzen der, aufgekeimten Samen 
wiederum mit einer Wasserlésung des Uranylnitrats in Dosen von 0,1125 g 
(enthalt 0,052g¢ Uran; Radioaktivitat = 173.10-7 Millicurie), 0,225 ¢ 
(enthalt 0,104g¢ Uran; Radioaktivitét = 346.10-—’ Millicurie), 0,45 ¢ 
(enthalt 0,21 g Uran; Radioaktivitét — 692. 10-" Millicurie), 0,9 g (enthalt 
0,42 g Uran; Radioaktivitét = 1384. 10—’ Millicurie); der Kontrollversuch 
blieb ungediingt. Am 28. April wurde in jedes VegetationsgefaB eine Anzahl! 
gleichmaéBig aufgekeimter Kérner eingepflanzt und von denselben, sobald 
sie Wurzeln gefaBt haben, vier abgezwickt, so dab in jedem Vegetations- 
gefaB sechs gleich starke Pflanzen blieben. Wahrend der ganzen Dauer 
der Entwicklung wurde der Feuchtigkeitsgehalt des Bodens immer auf der 
gleichen Héhe gehalten. Im Verlauf der Entwicklung wurde auch hier der 
giinstige Einflu8 des Uranylnitrats auf den Wuchs beobachtet. Pflanzen. 
denen Uran zugegeben wurde, waren besonders bei der ersten Konzentration 
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sehr schén und iippig entwickelt, hatten gréBere Blatter, viele Bliiten uni 
Schoten. Bei Bestimmung der Trockensubstanz wurde ein Zuwachs an 
Pflanzenmasse festgestellt, und das Optimum des giinstigen Einflusses zeigt 
sich bei jener Gruppe, der 0,225 g Uranylnitrat per Topf zugegeben wurden. 
Bei der Gruppe 0,9 g zeigte sich ein geringes Sinken in der Produktion an 
Pflanzenmasse. Die Ubersicht der Ernteresultate ist in der Tabelle XIII 
angefiihrt. 
Tabelle XIII. 


Vicia faba v. minor. 





Das Gewicht der lufttrockenen Ernte | 
i ||Absolute  gerechnet 
Menge des Uranyl- und | Urane Blatter Blatter | Trocken+ auf absol. 
y Bn ther a ne | gehalt und Samen un Samen |substanz Trocken- 
| 





Wurzeln | Wurzeln substanz 


j 8 ~ 8 %lo *lo | 1 


’ 


J | | 
Og UO, (NO,),6H,0 | 0 43 65 100 | 100 5,37 
0,1125¢ , 0,052 46,70 68 | 108,60! 104,61 : 5.93 
0,225 ¢ “ 10,104 5112 7,6 | 118,88 | 116,92 5,18 
0,45 ¢ z 0,208 47 7,6 109,30 116,92 5,90 
0.9¢ “ 042 41,50 67 | 96,51 103,07 . 5,56 


? 
? 


4. Der Versuch mit Nicotiana rustica. 


Der Versuch wurde ahnlich wie bei Bohnen in kleinen Vegetations- 
gefaBen, die mit 9 kg Erde gefiillt waren, ausgefiihrt. Desgleichen wurden 
Dosen von Uranylnitrat abgemessen und mit dessen Wasserlésung die 
VegetationsgeféBe begossen; zum Zwecke der Kontrolle wurden die Vege- 
tationsgefaBe in Gruppen zu je vier Stiick eingeteilt. Gleichzeitig wurden 
in jedem Vegetationsgefa8 sechs gleich stark entwickelte Tabaksetzlinge 
eingepflanzt, von denen, sobald sie Wurzel gefaBt hatten, drei Stiick ab- 
gezwickt wurden. Der giinstige Einflu8 des Uranylnitrats kam beim Tabak 
sehr deutlich bei den ersten zwei Konzentrationen zum Ausdruck, bei den 
zwei folgenden dagegen wirkte Uran toxisch. Bei der Dosis von 0,9 g Urany!- 
nitrat sank die Pflanzenstoffbildung auf 50%. Abhnlich wie bei Vicia faba 
wirkte Uran am besten in der mit einer Dosis von 0,225 g gediingten Gruppe. 
Bis auf die letzte Konzentration war das gesamte Aussehen der Kulturen 
sehr giinstig. Die Pflanzen hatten mehr Bliiten und Friichte als der Kontroll- 


Tabelle XIV. 


Nicotiana rustiza. 








|| Das Gewicht derlufttrockenen Erte | —=| Asche, um- 
! Absolute! gerechnet 





Henge des Uranyls und Urans | Blatter Blatter Trockens| auf absol. 


jatriumnitrats ' gehalt und men und 
Wurzeln | 


01125, , “0,9 
» | 0,104 


. | 0,208 | VY, 
. 0,420 | 19,98 0.0488 49,54 
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versuch, ihre Blattflache war gréGer und kennzeichnete sich durch eine 
satte, dunklere Farbe. Das Resultat der Ernte ist in der Tabelle XIV an- 
gefiihrt. 

Wenn wir die Resultate der Vegetationsversuche mit Uranylnitrat 
vergleichen, sehen wir, daB dasselbe einen sichtbar giinstigen Einflup auf 
die Entwicklung der Pflanzen ausiibt, indem es hauptsdchlich die Bildung 
neuer lebender Pflanzenmasse férdert. Aupfer den oben angefiihrten 
Kulturen wurden zwecks Materialgewinnung fiir chemisch-analytische 
Arbeiten gleichzeitig mehr als 15 Arten der Kultur- und Wildpflanzen 
geptlegt, bei denen die schon beschriebene Methodik angewendet wurde. 
Beinahe in allen Fallen konnie man den giinstigen EinfluB des Uranyl- 
nitrats auf die Pflanzenentwicklung konstatieren, welcher allerdings je 
nach der Art der Kulturen schwankte. Bis auf einen einzigen Fall beim 
Tabak kann man sagen, daf nicht einmal die héichsten in Anwendung 
gebrachten Dosen des Uranylnitrats auf die Vegetation eine deutlich 
depressive Wirkung hatten. 

Wie aus den parallelen Versuchen, welche mit Zusatz von Natrium- 
nitrat durchgefiihrt wurden, geschlossen werden kann, tibt nicht das 
Nitration diesen EinfluB aus, obzwar nicht ausgeschlossen ist, dab 
auch ihm bei den im Boden stattfindenden chemischen Reaktionen 
ein gewisser Anteil in dem Komplex aller méglichen Einfliisse zukommt. 
Es war daher nétig, Analysen der Pflanzenasche vorzunehmen, um 
feststellen zu kénnen, ob die Pflanze die Fahigkeit besitzt, Uranylion 
in analytisch nachweisbaren Mengen aus der Nahrlésung aufzunehmen. 
Durch ganz exakt ausgefiihrte Analysen wurde in den Pflanzen das 
Uran in ganz minimalen Quantititen nachgewiesen. Es ist einzusehen, 
daB das Uran im Boden durch die Phosphorsiure in unléslichen Zu- 
stand iibergefiihrt wird. Die Reaktionen von Phosphorsiure und 
Uran gehen stets vor sich. Um nachzuweisen, daB die Pflanze tat- 
sichlich das Uran aus der Nahrlésung zu resorbieren vermag, wurde 
eine Nahrlésung hergestellt, die keine Phosphorsiure enthielt und der 
Uran in Form von Uranylnitrat in den Konzentrationen der Gruppen 
II und III zugesetzt wurde. In dieser Nahrlésung wurden Zea Mais, 
Polygonum fagopyrum und Avena sativa langere Zeit hindurch zw 
Entwicklung gebracht. Es wurde sehr viel Pflanzenmasse zur Analyse 
benutzt, die einen -- selbstverstandlich ganz minimalen — Urangehalt 
der Asche ergab. 

Einige andere Versuche in groBen VegetationsgefiBen mit 24 kg 
Boden wurden mit Beta vulgaris, Soja hispida, Nicotiana rustica und 
Vicia faba ausgefiihrt. Die VegetationsgefaBe wurden in sieben Gruppen 
geteilt, deren jede aus 10 bis 12 VegetationsgefiBen bestand. Die 
angefiihrten Resultate sind auf das Trockensubstanzgewicht der aus 
zchn VegetationsgefaBen geernteten Pflanzen umgerechnet. 
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Beta vulgaris. 
Alle VegetationsgefaBe wurden gediingt, und zwar pro ein GefaB mit 


5g Dicaleciumphosphat, 
5g Natriumnitrat, 
4g Kaliumchlorid. 


Die einzelnen Gruppen erhielten nachstehende Mengen Uran 
zugesetzt : 








Unmgerechnet U et 
Gruppe PP Ka Boden UME wy Gruppe Pr kt Boden ~r 
mg kg mg ky 
I diente als Kontrollversuch IV 1,2045 5,00 
und blieb ohne Uran V 1,8067 7,50 
II 0,3011 1,25 VI 2,4090 10,00 
Il 0,6022 2,50 Vil | 8,0112 12,50 


Die Ernte ergab, ausgedriickt in Trockensubstanz pro 10 Pflanzen, 
nachstehende Resultate : 





| Wurzeln Zuckergehalt | Blatter Wurzeln | Zuckergehalt Blatter 


; | 
Guevel . a RE wae Mt eg am, * 8 
I 741 | 176 246 Vi} 853 | 181 293 
I 526 18,2 381 VI 1053 18,8 272 
Il 885 18,5 276 v1 1180 18,7 413 
IV 684 17.9 360 


Aus diesen Versuchen ersehen wir, daB bei Verwendung einer 
Uranmenge von umgerechnet auf | ha 1,25 kg bereits eine Steigerung 
der Ertrage in Erscheinung tritt. Diese nimmt allmahlich zu und 
erreicht bei Anwendung von 12,50 kg Uran pro | ha ihren Héhepunkt 
In diesem Falle betragt das Trockensubstanzgewicht der Wurzeln 
1180 g und das der Blatter 413 g. 


Einige der geernteten Riiben wurden aufbewahrt, um feststellen 
zu kénnen, welche physiologischen Prozesse durch das im Organismus 
der Pflanze aufgespeicherte Uran im zweiten Vegetationsjahr bewirkt 
werden. 


Soja hispida. 
Die Gruppeneinteilung war dieselbe wie bei der Zuckerriibe. Die 
VegetationsgefiBe wurden ebenfalls insgesamt gediingt, doch wurde 


dem Boden kein Stickstoff zugesetzt, sondern man verwendete blob: 


5 g Dicalciumphosphat, 
5g Kaliumchlorid. 


Der Boden wurde mit Bact. radicicola (Soja hispida) geimpft. 
In jedem VegetationsgefaB befanden sich fiinf Pflanzen. Die Resultate 
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der Versuche, ausgedriickt in Trockensubstanz, waren pro zehn Vege- 
tationsgefaBe nachstehende : 





: Samen Oberirdische Teile Samen Oberirdische Teile 
iruppe Gruppe 
& & & & 
I 116 255 V 167 323 
Il 147 318 Vl 156 379 
Ill 196 161 Vil 150 256 
IV 148 414 


Wir sehen, daB die héchste Produktion an neuer lebender Pflanzen- 
materie in der Gruppe IIT, wo 2.5 kg Uran umgerechnet auf | ha ver- 
wendet wurden, stattgefunden hat. 

Mit einem Teile der geernteten Samen fiihrten wir weitere Experi- 
mente aus, in denen wir untersuchten, wie sie im zweiten Vegetations- 
jahr durch das resorbierte Uran beeinfluBt werden. 


Nicotiana rustica. 

Die Einteilung der Gruppen war wiederum die gleiche. Die Diingung 
wurde in derselben Weise vorgenommen wie bei Beta vulgaris. Die 
kleinen Pflanzchen wurden am 10. Juni angebaut und am 28. August 
geerntet. In jedem VegetationsgefiB befand sich eine Pflanze. 

Die Ernte ergab, ausgedriickt in Trockensubstanz, pro zehn 
VegetationsgefaBe nachstehende Resultate : 





ss Ganze Pflanzen Blatter - Ganze Pflanzen Blatter 
Gruppe Gruppe 
2 & 2 & 
I 221 150.8 \ 193 140.2 
ll 271 182 VI 193.6 176.2 
Ill 231.8 149 Vil 229.4 171.8 
IV 179.8 126.8 





Wir sehen hier die ganz merkwiirdige Wirkung des Urans, die bei 
vielen Pflanzenarten zu konstatieren ist, daB es nimlich in geringen 
Mengen, wie z. B. 1,25 kg pro Lha, den Ertrag steigert, in gréBeren 
Mengen depressiv auf denselben wirkt, und dab bei Verwendung von 
groBen Mengen Uran — 12 kg pro | ha der Aufbau neuer lebender 
Pflanzenmasse wieder giinstig beeinfluBt ist. 

Wir haben die Versuche mit Nicotiana rustica noch einmal unter 
denselben Verhiltnissen wiederholt, und wir konnten konstatieren, 
daB in Gruppe IIT, wo umgerechnet auf 1 ha 2,5 kg Uran zugesetzt 
worden waren, eine sehr gute Entwicklung stattgefunden hat, ebenso 
auch bei Zusatz von 5 kg, umgerechnet auf l ha. Jedes Vegetations- 
gefaB enthielt eine Pflanze. Die Ernteergebnisse waren, ausgedriickt 
in Trockensubstanz, pro zehn VegetationsgefaiBe nachstehende : 


4* 
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- Ganze Pflanzen Blatter Ganze Pflanzen Blatter 
Gruppe Gruppe 
My & & £ 
I 205 124 \ 247 157 
I 394 268 VI 229 38 
Il 412 299 VII 153 175 
I\ 348 256 


Es ist zu betonen, daB die Pflanzen, welche sich in uranhaltigen 
Boden entwickelten, nicht von Parasiten aus dem Pflanzenreiche be. 


fallen wurden, wihrend auf den Kontrollpflanzen zahlreiche Parasite 


vorgefunden wurden. 
Vicia jaba. 

Die Versuchsmethodik war dieselbe wie bei Soja hispida. Der 
Boden wurde mit Bact. radicicola (Vicia faba) geimpft. Jedes Vege- 
tationsgefaiB enthielt fiinf Pflanzen. Die Resultate, ausgedriickt in 
Trockensubstanz, sind pro zehn VegetationsfiBe, also 50 Pflanzen 
nachstehende : 





. Ganze Pflanzen Samen . Ganze Pflanzen Samen 
Gruppe Gruppe N 
& 2 & 2 
I d11 185 V a74 223 
Il 556 215 VI 471 190 
Hl 562 167 Vil 514 210 
IV 582 213 


Der Stickstoffgehalt der Trockensubstanz betrug: 





- Frucht Blatter u. Stengel - Frucht Blatter u. Stenge 
Gruppe a @ Gruppe Ps - 
v0 0 0 0 
I 4.57 1,85 \ 4,76 1,99 
Il 4,47 2.00 \I 4.56 1,67 
Il 4,47 1,97 Vil 4,56 1.93 
IV 4,76 2.30 


Aus diesen Resultaten geht hervor, daB das Uran eine Steigerung 
der Bildung neuer lebender Pflanzenmasse bewirkt hat. In der Gruppe | 
(Kontrollpflanzen) betragt des Trockensubstanzgewicht der ganzen 
Pflanzen 511 g, das der Samen 185g, in der Gruppe II ist es bereits 
auf 556 g baw. 215g gestiegen. In der Gruppe HT und IV ist die Er- 
héhung nicht so bedeutend, dafiir ist aber in der Gruppe V das Gewicht 
der Trockensubstanz bedeutend héher, und zwar betrigt es bei den 
ganzen Pflanzen 574 g,.bei den Samen 223g. Die weiteren, gréBeren 
Gaben Uran haben bereits eine Depression in der Bildung neuer lebender 
Pflanzensubstanz bewirkt. Was den Stickstoffgehalt sowohl der Samen 
als auch der Blatter und Stengel anbelangt, sind keine bedeutenden 
Differenzen zu verzeichnen. 
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Wir haben die Versuche mit Vicia faba nochmals wiederholt, und 
es wurde der gréBte Ertrag bei Zusatz von 5 kg Uran. umgerechnet 
auf 1 ha Boden, erzielt. (Abb. 4.) 





Abb. 4. 
Vicia faba 
Dem Boden, in welchem sich die Pflanzen entwickelt haben, sind umgerechnet auf | ha nach 
stehende Mengen Uran zugesetzt worden : 
1. Kontrollversuch ohne Uran; II. 125kg; IIL 5Skg; IV. 10kg; V. 12,50kg 


Weiter haben wir Experimente mit Avena sativa vorgenommen. 
Dem Boden sind pro 1 kg 0.6 mg Uran zugesetzt worden, und es wurde 
durch diese Menge eine sehi giinstige Wirkung auf die Bildung neuer 
lebender Pflanzenmasse hervorgerufen. 

Wir haben noch mit zahlreichen anderen Pflanzen experimentiert, 
doch will ich hier auf diese Versuche nicht weiter eingenen. 

Es ist von groBem Interesse, festzustellen, ob diejenigen Pflanzen, 
die sich durch den EinfluB des Urans itippiger entwickeln und eine 
gréBere Produktion an Pflanzensubstanz und Samen geliefert haben, 
auch in den folgenden Vegetationsjahren noch eime Einwirkung des 
Urans erkennen lassen. Wir haben zu diesem Zwecke die Wurzeln 
von Beta vulgaris, sowie die Samen der anderen untersuchten Pflanzen 
aus allen Gruppen, auch die der Kontrollversuche, aufbewahrt und im 
nichsten Jahre unter genau denselben Bedingungen nur selbst - 
verstandlich ohne dem Boden Uran zuzusetzen zur Entwicklung 
gebracht. 
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Bevor wir zur Besprechung dieser Versuche treten, ist es erforderlic) 
darauf hbinzuweisen, das durch das Uranylion eine Hebung der Lebens. 
prozesse der Samen hervorgerufen wird. Wir haben Keimungsversuc!\ 
mit Samen von Soja hispida und Vicia faba vorgenommen, die von 
Pflanzen stammten, die mit verschiedenen Quantitaten Uranium jy 
Form von Uranylnitrat gediingt worden waren, und wir konnten bei 
diesen Samen eine héhere Keimungsenergie konstatieren als bei den 
Kontrollversuchen, die mit Samen von nicht mit Uran gediingten 
Pflanzen ausgefiihrt wurden. Ich fiihre im nachstehenden die durch 
schnittlichen Resultate dieser Versuche an: 

Soja hispida. 
Es keimten durchschnittlich nach 72 Stunden: 
TT ee eee ee ee eee ae 
Versuche mit Samen, die von mit Uranylnitrat 
gediingten Pflanzen stammten . . . . . . . . 54% 
Vicia faba. 

Es keimten durchschnittlich nach 72 Stunden: 

DINE, 65) & eee kg bes ee et 
Versuche mit Samen, die von mit Uranylnitrat 
gediingten Pflanzen stammten ...... . . 48% 

Die Versuche sind bei einer Temperatur von 24 bis 25° C ausgefiihri 
worden. Durch diese Experimente wird dokumentiert, daB die Lebens 
potenz der Samen durch Uran erhéht werden kann. 

Wir kommen nun zur Besprechung unserer Versuche beziiglich 
der Einwirkung des Uranylions in den Wurzeln bzw. Samen, die von 
mit Uranylnitrat gediingten Pflanzen stammen, auf die  folgend 
Vegetation. 

Beta vulgaris. 

Aus jeder Gruppe wurden je sechs Pflanzen verwendet, und wie 
bereits erwahnt, unter denselben Vegetationsbedingungen kultiviert 
wie im Vorjahre. Wir konnten in den Monaten Juni und Juli, namentlich 
in den Gruppen V, eine viel tippigere Entwicklung der oberirdischen 
Teile konstatieren als bei den Kontrollpflanzen. Die oberirdischen 
Teile wurden bereits im Monat Juli abgeschnitten und ihr Trocken 
substanzgewicht bestimmt. Die Resultate, auf zehn Pflanzen um 
gerechnet, sind: 


Gruppe I... . . 38,5lg 
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Wir sehen, daB die Produktion an neuer lebender Pflanzenmasse 
)-reits in der Gruppe II gréBer ist als in der Gruppe I und bis zur 
Gruppe V fortlaufend steigt. Ich erwahne nochmals, dab die Vege- 
tationsversuche ganz exakt ausgefiihrt worden sind. Wir kénnen also 
konstatieren, da das in ganz minimalen Quantititen in der Riibe 
aufgespeicherte Uranium einen merklichen EinfluB auf die Produktion 
der Stengel und Blatter ausgeiibt hat. Es ist bedauerlich, daB wir 
die Versuche nicht bis zum Frihjahr fortsetzen konnten, da einige 
Pflanzen durch Wind gebrochen worden sind, und wir so gezwungen 
waren, die Ernte bereits im Juli vorzunehmen. 

Wir wollen nun unsere weiteren Experimente besprechen. 


Soja hispida. 


Die Versuchsmethodik war dieselbe wie bei den Versuchen im 
Vorjahre, die Pflanzen, die zu je fiinf Stiick pro Vegetationsgefib 
angebaut waren, wurden unter denselben Vegetationsbedingungen 
geziichtet. | 

Schon wahrend der Entwicklung lieB sich bei den Pflanzen der 
(rruppen I] bis VII ein rascheres Wachstum beobachten als bei den 
Kontrollpflanzen. Die Ertrage ergaben, ausgedriickt in Trocken- 
substanz, auf zehn VegetationsgefaBe (also 50 Pflanzen) umgerechnet : 





= Samen Oberirdische Teile . Samen Oberirdische Teile 
Gruppe Gruppe 
2 ~ & “ 
I 123 264 \ 224 342 
ll 152 296 VI 210 293 
Il 204 298 Vil 131 201 
IV 215 307 


Vergleichen wir diese Resultate miteinander, so sehen wir in den 
Gruppen IT bis VII gegeniiber der Kontrolle eine bedeutende Steigerung 
sowohl] in der Produktion von Samen als auch von Stengeln und Blittern. 

Wir haben die aus dem ersten Versuchsjahre stammenden Samen 
vor dem Versuch untersucht und in denselben bloB ganz geringe Spuren 
von Uran konstatiert. Es ist noch ein ungeléstes Problem, ob die so 
energische Erhéhung der Produktion neuer lebender Pflanzensubstanz 
durch diese kleinen, in den Samen enthaltenen Quantitaten Uranium. 
oder durch einen von dem Uran hervorgerufenen Metabolismus des 
Protoplasmas der Zelle bewirkt wird. 

Wir haben unsere Versuche fortgesetzt, indem wir die Samen 
noch im dritten Vegetationsjahre wieder unter genau den gleichen 
Versuchsbedingungen zur Entwicklung brachten. Die Ertrige, aus- 
gedriickt in Trockensubstanz, auf zehn VegetationsgefiBe (50 Pflanzen) 
umgerechnet, sind : 
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me Semen Oberirdische Teile Samen Oberirdische Tele 
Gruppe Gruppe 
& 2 & s 
I 113 207 \ 183 391 
iT 126 241 VI 192 325 
I 151 260 + Vil 198 300 
IV 162 292 


Wir sehen, daB die Ernte zwar nicht so hoch war wie im zweiten 
Vegetationsjahre, aber dennoch ist in den Gruppen II bis VIT ein 
Mehrertrag an Samen und oberirdischen Teilen zu konstatieren im 
Vergleich zur Kontrolle. Die Versuche wurden im vierten Vegetations. 
jahre fortgesetzt, und die in Trockensubstanz ausgedriickten, auf zeln 
VegetationsgefaiBe umgerechneten Ertrage waren nachstehende: 





x Samen Oberirdische Teile " Samen Oberirdische Teile 
Gruppe Gruppe 
& & & & 
I 122 258 V 152 296 
Il 132 262 Vi 160 298 
Il 157 273 Vil 173 306 
lV 160 270 


Auch im vierten Vegetationsjahre lie} sich immer noch eine durch 
das Uran hervorgerufene Erhéhung der Produktion an Pflanzensubstanz 
konstatieren. Es ist zu bemerken, daB der Boden fiir die einzelnen 
Vegetationsversuche stets erneuert wurde. 

Bei den im fiinften Vegetationsjahre ausgefiihrten Experimenten 
zeigte sich zwar noch eine gewisse, durch das Uran bewirkte Steigerung 
der Produktion an Pflanzenmasse, doch war dieselbe nicht mehr so 
prignant, weshalb wir auch die Zahlen nicht mehr anfiihren. 

Es sei noch darauf hingewiesen, daB sich bei denjenigen Pflanzen. 
die Uran aufgespeichert hatten, im ersten, zweiten und dritten, sowie 
auch im vierten und fiinften Vegetationsjahre die Knéllchen am Wurze!l- 
system viel iippiger entwickelt haben als bei den Kontrollpflanzen 
Das Uran hat entschieden einen sehr giinstigen EinfluB auf die Bildung 
der Knéllchen, sowie auf die Entwicklung von Bac. radicicola aus- 
gelibt. Die Assimilation des elementaren Stickstoffs ist viel energischer 
vor sich gegangen als bei den Kontrollpflanzen. Der Stickstoffgehalt 
der Trockensubstanz betrug nach unseren Untersuchungen durch- 
schnittlich : 


Oberirdische Teile: Gruppe 1 (Kontrollversuch) . 2 . . . 193°, 
eppen Ih Be Vie 2. ees se ROH 
Samen: Ug? Er oe eee ee ee) 
Geuppen Ei bie VER... « ws BY 


Wir sehen eine deutliche, durch das Uran bewirkte Erhéhung des 
Stickstoffgehaltes, sowohl in den Blattern und Stengeln als auch in 
den Samen. 
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Vicia faba. 

Es wurden die Pflanzen wiederum unter denselben Vegetations- 
bedingungen wie im ersten Jahre geziichtet; jedes Vegetationsgefab 
enthielt fiinf Pflanzen. Die Resultate, ausgedriickt in Trockensubstanz, 
wagerechnet auf zehn VegetationsgefiBe, sind nachstehende: 





“7 Ganze Pflanzen Samen Canze Pflanzen Samen 
Gruppe Gruppe 
e & & 2 
l 492 192.7 V 52 273 
ll D382 202 VI 594 231 
Il 56S 208 Vil 506 235 
I\ D77 222 


Es hat also eine bedeutende Steigerung in der Produktion never 
lebender Pflanzenmasse statt gefunden. 

Die im dritten Vegetationsjahre ausgefiihrten Versuche ergaben, 
ausgedriickt in Trockensubstanz, umgerechnet pro zehn Vegetations- 





gefaBe : 
. Ganze Pflanzen Samen Ganze Pflanzen Samen 
Gruppe Gruppe 
& & & 2 . 

I 543 212 V 561 245 
ll 556 220 VI 527 261 
Il 562 218 Vil DDD 268 

IV 47 233 


Auch hier hat also noch eine Ertragssteigerung stattgefunden. 

Die Versuche wurden im vierten Vegetationsjahre fortgesetzt. 
Die Resultate, ausgedriickt in Trockensubstanz, umgerechnet auf zehn 
Vegetationsgefibe, betrugen: 





= Ganze Pflanzen Samen " Ganzeé Pflanzen Samen 
Gruppe Gruppe 
& & e 2 
I 568 220 V 595 254 
F | 492 183 VI 566 243 
Il 528 222 Vil 571 237 
IV D4 236 


Wahrend im zweiten und dritten Vegetationsjahre alle Pflanzen 
aus den Gruppen IT bis VII eine reichlichere Entwicklung aufwiesen, ist 
dies hier, im vierten Vegetationsjahre, nicht mehr der Fall. Wir finden 
eine Erhéhung der Produktion neuer lebender Pflanzenmasse bloB in 


Gruppe III, IV und V, VI und VII. 


Im fiinften Jahre war keine Wirkung des Urans zu konstatieren, 
so eriibrigt es sich, die Resultate anzufiihren. 
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Diese Versuche sind duperst lehrreich, denn sie dokumentieren uns 
dap die aus mit Uranylnitrat gediingten Pflanzen stammenden Samen ‘» 
den folgenden Vegetationsjahren eine duBerst iippige Vegetation aufweisen 
und sogar noch im vierten Vegetationsjahre deutliche Unterschiede gegen- 
iiber den Kontrollpflanzen erkennen lassen. Es hat sich bei Beta vulgaris 
Soja hispida und Vicia faba in den angefiihrten Vegetationsjahren ein 
iiberraschende Werkung des Urans gezeigt. so dap wir von einer gewissen 
Vererblichkeit der erhéhten Energetik sn den Pflanzenorganen sprechen 
kénnen. 

Weiter haben wir Versuche in groBen VegetationsgefaBen mit 
65,5 kg Lehmboden ausgefiihrt. In allen fiinf Gruppen wurden pro 
ein VegetationsgefaB nachstehende Mengen Nahrstoffe verwendet : 

12g Superphosphat mit 18°, P,O,, 
15g Kaliumchlorid. 


Der Boden wurde mit frischen Kulturen von Bac. radicicola 
(Melilotus albus) geimpft. 


Die Gruppe I der VegetationsgetaBe verblieb ohne Uran. Zur Gruppe I! 
wurde pro ein VegetationsgefaB 0,05005 g Uran in Form von 0,1055¢ 
UO,(NO,),.6H,O zugesetzt; pro Lha berechnet, entspricht dies 2,5 kg 
Uran oder 5,2742 kg UO,(NO,),.6H,O. Zur Gruppe IIIT wurde pro ein 
VegetationsgefaB 0,1001 g Uran in Form von 0,211 g UO,(NO,), . 6 H,O 
zugefiigt, was, pro lL ha berechnet, 5kg Uran oder 10,548 kg UO,(NO,), 
. 6 H,O entspricht. Zur Gruppe IV wurde pro ein VegetationsgefaB 0,2002 y 
Uran in Form von 0,422 g UO,(NO,),.6H,O zugesetzt. Dies entspricht, 
pro lha berechnet, 10kg Uran oder 21,097 kg UO,(NO,),.6H,O. Zu 
Gruppe V wurde pro ein VegetationsgefaB 0,4004g Uran in Form von 
0,844 g UO,(NO,), . 6 H,O zugesetzt, was, auf 1 ha berechnet, 20 kg Uran 
oder 42,194 kg UO,(NO,),.6H,O entspricht. 


Als Versuchspflanze wurde Melilotus albus verwendet. Die Vege- 
tationszeit dauerte 129 Tage. Das Trockensubstanzgewicht der ge- 
ernteten Pflanzen pro zehn VegetationsgefaiBe betrug: 





Trockensubstanzgewicht —_Stickstoffgehalt der 
der ganzen Pflanzen pro| Trockensubstanz der 


Gruppe 10 Vegetationsgefabe ganzen Pflanze 
8 Fg 
I 716,84 1,74 
(Kontrollversuche) 

Il 892,286 2,63 

Il 850,22 2,46 

IV 837,81 2,22 

\ 783,76 2.17 


Wie aus diesen Daten ersichtlich ist, wurde bei der Gruppe IT, also 
bei Anwendung von 0,1055 g UO, (NO,), .6 H,O pro ein Vegetations- 
gefaB die gréBte Menge Trockensubstanz erzielt. Bei den folgenden 
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(iruppen ist im Vergleich zur Gruppe II schon ein Riickgang zu kon- 
tatieren, doch ist der Ertrag selbst bei Zusatz von 0,844 g UO,(NOs,), 
6H,O pro ein VegetationsgefaB, also bei der Gruppe V, noch immer 
yoher als bei den Kontrollversuchen. 


Diese Versuche dokumentieren, daB durch Zusatz von Uranylnitrat 
mum Boden sich die Produktion an Pflanzenmasse tatsachlich bedeutend 
erhéhen 14Bt. In unserem Falle war das Trockensubstanzgewicht der 
geernteten Pflanzen bei der Gruppe Il um 24%, héher als bei den 
Kontrollversuchen. Natiirlich war die Konzentration des Urans in 
liesem Falle sehr schwach, denn es entfielen auf 65,5 kg Boden blob 
0.1055 g Uranylnitrat, d. i. 0.05005 g Uran. 1000 g Boden kamen also 
nit 0,00076 g Uran, d.i. 0,00161 g Uranylnitrat, in Berithrung. 


Was den Stickstoffgehalt der Trockensubstanz der ganzen Pflanzen 
mbelangt, so ist zu sehen, daB die nicht mit Uranylnitrat gediingten 
Pflanzen einen solchen von 1,74 °%, aufweisen. In den anderen Gruppen, 
wo mit Uranylnitrat gediingt worden ist, steigt der Stickstoffgehalt, 
und zwar bei der Gruppe II auf 2.63%, bei der Gruppe III betriigt er 
bloB 2,46 %,, bei der Gruppe IV 2,22 %, und bei der Gruppe V, wo die 
groBte Menge Uranylnitrat zur Anwendung gelangt ist, ist er auf 2,17 °, 
gesunken. Wir sehen, daB durch Diingung mit Uran in Form von 
Uranylnitrat die Assimilation des elementaren Stickstoffs durch Bac. 
ralicicola (Melilotus albus) geférdert wird, eine Tatsache, die gewib 
von hoher praktischer Bedeutung ist. 

Unsere im Beginn dieses Kapitels angefiihrten Experimente 
heziiglich der Keimungsenergie der Samen haben uns den Beweis 
erbracht, daB durch das Uranylion die Lebenspotenz des Protoplasmas 
ethéht werden kann, und weiter haben wir gesehen, daB das Uranylion 
auch eine Wachstumsférderung der Pflanzen bewirkt. Die Lebens- 
vorgange werden durch das Uranylion merklich angeregt. Die Zell- 
telungen, die hauptsichlich an den Vegetationspunkten vor sich gehen 
oder in besonderen meristematischen Schichten, werden durch das 
Uranylion geférdert. Die Wachstumsprozesse waren bei den einzelnen 
(Gruppen verschieden. Im ersten Vegetationsjahre war eine Wachstums- 
forderung besonders bei den Gruppen II, III, [V zu konstatieren. In den 
spiteren Vegetationsjahren, namentlich im zweiten und dritten, zeigte 
sich eine das Wachstum anregende Wirkung des Uraniums besonders in 
den letzten Gruppen, wo gréBere Quantitaten Uranium zur Anwendung 
gelangt waren. Es ist eine feststehende Tatsache, dab die Lebens- 
funktionen der chlorophyllhaltigen und chlorophyllosen Zelle durch 
das Uranium geférdert werden, und zwar nicht nur im ersten Vegetations- 
jahre, sondern es zeigt sich die Wirkung des Uraniums auch in den 
spateren Vegetationsjahren bei den von mit Uran gediingten Pflanzen 
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stammenden Samen. Es ist zu sehen, dab die Radioaktivitat die starkst, 
die Lebensprozesse stimulierende Energiequelle ist, und der Stammbau 
der radioaktiven Elemente beginnt mit Uran. 


Physiologische Wirkungen der einzelnen Strahlen des Uraniums auf de 
KeimungsprozeB und die Entwicklung der Pflanzen. 
Einflu8 der Uraniumstrahlen auf den KeimungsprozeB. 


B- und y-Strahlen des Uraniums. 

Wir lieBen je 10, 15 und 20g Uranylnitrat (UCrangehalt 47,45°, 
in diinnen Glasréhren eingeschmolzen, auf die Keimung der Samer 
von Hordeum distichum, Triticum vulgare, Secale cereale und Phaseol\ 
vulgaris einwirken, und wir fanden, daB die f- und y-Strahlen de 
Uraniums in einer Entfernung von 1 bis 2cm von den keimendey 
Samen einen schiadlichen EinfluB ausiiben. Nach 72stiindiger Fin 
wirkung, bei einer Temperatur von 22 bis 24°C, zeigte sich eine deut. 
liche Depression in dem gesamten KeimungsprozeB. Von 100 Same: 
keimten aus: 





Bei Verwendung von 
Ohne Einwire ———— ; 











kung der 3+ und 10g } 15g ry 2» g 
yuna ‘Uranylnitrat in diinnen Glasréhren eingeschmo!zen 
%o %o % %Jo 
Hordeum distichum. . 46 35 | 30 20 
Triticum vulgare. . . 43 30 | 28 18 
Secale cereale . . . . 59 40 34 22 
Phaseolus vulgaris . . 33 26 22 14 


Wir sehen, daB die £- und y-Strahlen von 10 g Uranylnitrat bereit- 
eine Depression im ganzen KeimungsprozeB bewirken, die sich bei 
15g Uranylnitrat noch steigert, und bei 20g Uranylnitrat wird ein 
starke Beeintrachtigung des Keimungsprozesses hervorgerufen. Es 
ergibt sich also der SchluB, daB die B- und y-Strahlen des Urans den 
KeimungsprozeB schadlich beeinflussen. Namentlich der junge Keimling 
ist gegen die B- und namentlich y-Strahlen des Urans sehr empfindlic! 


y-Strahlen des Uraniums. 


Zu unseren Keimversuchen wurden je 10, 15 unji 20 g Uranylnitrat 
in Glasréhren, in Bleiréhren von 2mm Dicke eingeschmolzen.* Die 
Bleiréhren waren noch mit einer Paraffinschicht tiberzogen. Die Réhren 
wurden in einer Entfernung von 1 bis 2em von den keimenden Samen 
angebracht und der KeimungsprozeB beobachtet. Die Temperatur 
betrug 22 bis 24°C. Von 100 Samen keimten nach 72stiindiger Ein- 
wirkung aus: 
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_ Bei Verwendung von 
vali) ’ —s 
Ohne Ein, | 
wirkung der _—_ ” al Se 208 
y*Strahlen Uranylnitrat in Glasréhren, eingeschmolzen in 
Bleiréhren von 2mm Wandstirke as 
f dep - “ *le wle ate 
lordeum distichum. . 47 30 26 16 
[riticum vulgare. . . 43 32 25 15 
ecale cereale... . 59 38 32 17 
50, Phaseolus vulgaris . . 34 25 20 12 










ame) 

€Olis Uberblicken wir unsere Versuchsergebnisse, so sehen wir: die B- und 
1 def-Strahlen haben depressiv auf den KeimungsprozeB gewirkt, ebenso auch 
ndendie reinen y-Strahlen. 

Ein. 
leut. 
are) 


Einflu8 der Uraniumstrahlen auf das Wachstum der Pflanzen. 


Vor 15 Jahren haben wir in Joachimsthal mit #-Strahlen von 
15g Radium in Form von Radiumchlorid operiert, und es ist uns 
——figelungen, aus Kaliumbicarbonat in statu nascendi in Gegenwart von 
Ferroverbindungen kiinstlich Zucker mit derselben Methodik, wie wir 
die Hexosen unter Ejinwirkung des ultravioletten Lichtes erhalten 
haben, darzustellen. Durch das Radium, und zwar durch die Ein- 
wirkung der B- und y-Strahlen, laBt sich auch die Dynamik der Kohlen- 
siureassimilation der Chlorophyllorgane bedeutend erhéhen, und dadurch 
geht die Resorption der biogenen Elemente aus dem Boden viel rascher 
vor sich. Es ist uns bei unseren in den letzten Jahren ausgefiihrten 
Experimenten mit £- und y-Strahlen des Radiums gelungen, den Ertrag 
reits unserer Kulturpflanzen bis um 120°, zu erhéhen. Dies ist eine Er- 
bei i scheinung von gréBter Bedeutung, und es ist deshalb von hohem Interesse, 
eine #festzustellen, ob sich die Strahlen des Uraniums ebenfalls so verhalten. 
Es @Wir haben diesbeziiglich nachstehende Versuche vorgenommen: 
den 
ling B- und y-Strahlen des Uraniums. 


Olzen 


ich Uranylnitrat wird in Glasréhren eingeschmolzen. Die Réhren 
werden auf cin Gestell gelegt und stets sukzessive mit der Vegetation 
gehoben, so daB sich die Réhre in der Héhe der wachsenden Pflanze 
‘rat Bbefindet und die Strahlen auf die Blatter fallen. Wir verwendeten 
Die Bpro VegetationsgefaB je 10, 15, 20 und 25g Uranylnitrat. Die Vege- 
ret BtationsgefaBe enthielten 12 kg Ackerboden. Pro VegetationsgefaB 
nen # wurden 2,5 g Natriumnitrat, 1 g Monocalciumphosphat und | g Kalium- 
tur §chlorid zugesetzt. Die Pflanzen wurden alle unter denselben Vegetations- 
in- § bedingungen im Freien, bei vollem Zutritt des Sonnenlichtes, geziichtet. 
Die Temperatur betrug 12 bis 26°C. 
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Nach 68 Vegetationstagen erntete man an ganzen Pflanzen pr 


zehn VegetationsgefiBe mit derselben Anzahl Pflanzen, ausgedriick: 


in Trockensubstanz : 


Bei unbestrahlten Pflanzen: 
Triticum vulgare. ........ . 30,10g 
Polygonum fagopyrum .... . . . 22,28¢ 
Zea Mais ... . ees ee 
Hordeum distichamn we we eee 


Pflanzen, deren Blatter vom Beginn der Vegetation mit 10 g Uranylnitra 


( Radvoaktivitat 15,8 . 10-* Millicurie), in Glasréhren eingeschmolzen, ty 
strahlt wurden. 


Triticum vulgare. ........ . 51,99¢ 
Polygonum fagopyrum .... . . . 38,64g 
Zea Mais .... ee 
Hordeum dintichums ws: Gul Sir recto a, Bt a 


Pflanzen, deren Blatter vom Beginn der Vegetation mit 15 g Uranylnitra 
(Radioaktivitat = 23,7 .10—* Millicurie), in Glasréhren eingeschmolzen, \y 
strahlt wurden. 


Triticum vulgare. ....... . . 55,07¢ 
Polygonum fagopyrum ..... . . 37,19¢g 
Zea Mais .. . eee ee | 
Hordeum distichum vie Sterns s+ ie 


Pijlanzen, deren Blitter vom Beginn der Vegetation mit 20 g Uranylnitra 
(Radioaktivitat = 31,6. 10-* Millicurie), in Glasréhren ewngeschmolzen, b.- 
strahlt wurden. 


Triticum vulgare. . .. . sc . » = Oe 
Polygonum fagopyrum .... . , . 40,05g 
Zea Mais .... eee hl 
Hordeum didtischemn Tereewe CU 


Pijlanzen. deren Blatter vom Beginn der Vegetation mit 25 g Uranylnitra 
(Radioaktivitat = 39,5 . 10—* Millicurie), in Glasréhren eingeschmolzen, by 
strahlt wurden. 


Triticum vulgare. ........ . . 50,07g 
Polygonum ee bs oh a «ee 
Zea Mais .. . eps Seg oe 
Hordeum distichemn petal ny ‘ 48,55 g 


Aus diesen Resultaten sehen wir, daB sich die photosynthetischer 
Prozesse durch die Anwendung der B- und y-Strahlen des Uranium 
erhéhen lassen, und dap die Bildung neuer lebender Pflanzenmasse durch 
diese Strahlen geférdert wird. Bei Verwendung von 10g Uranylnitra' 
finden wir bereits eine bedeutende Differenz im Trockensubstanzgewich' 
gegeniiber dem Kontrollversuch. Bei unbestrahlten Pflanzen von 
Triticum vulgare betrigt das Trockensubstanzgewicht der Ernte au: 
zehn VegetationsgefiBben 30,1 g, wihrend es bei bestrahliten Pflanze: 
auf 51,99 g steigt. Bei Polygonum fagopyrum finden wir im Kontrol! 
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versuch 22,28 g Trockensubstanz, bei Bestrahlung 38,64 g, bei Zea Mais 
47.54 g gegen 76,28 g und bei Hordeum distichum 24,17 g zu 43,16 g. 

Bei Verwendung von 15g Uranylnitrat haben sich die Ergebnisse 
nicht bedeutend verandert. Nur bei Hordeum distichum ist das Gewicht 
der Trockensubstanz auf 54,0 g gestiegen. Bei Bestrahlung mit 20g 
Uranylnitrat ist nur bei Zea Mais ein Fortschritt zu konstatieren. Das 
Trockensubstanzgewicht der geernteten Pflanzen betrigt in diesem 
Falle 86,84 g. Wenn die Pflanzen der Einwirkung von 25 g Uranylnitrat 
ausgesetzt waren, so trat eine schwache Depression in der Bildung 
neuer lebender Pflanzenmasse ein. 


y-Strahlen des Uraniums. 


Diese Versuche wurden in derselben Weise ausgefiihrt, wie die 
Experimente mit f- und y-Strahlen, nur mit dem Unterschied, dab 
die Glasréhren mit Uranylnitrat noch in 2mm starke Bleiréhren ein- 
geschmolzen wurden. Die Temperatur betrug 12 bis 26°C. Man erntete 
an ganzen Pflanzen nach 68 Vegetationstagen pro zehn Vegetations- 
gefaBe mit derselben Anzahl Pflanzen, ausgedriickt in Trockensubstanz : 


Unbestrahlte Pflanzen: 


Triticum vulgare. ..... . . . 28,16¢ 
Polygonum fagopyrum .... . . . 23,44g 
nw aS ew oe 
Hordeum distichum ...... . . 21,84¢g 


Pijlanzen, deren Blatter vom Beginn der Vegetation mit 10 qg Uranylnitrat 
in Glasroéhren, eingeschmolzen in Bleiréhren von 2 mm Dicke, bestrahlt wurden: 


Triticum vulgare. ........ . 209,54g 
Polygonum fagopyrum ... .. . . 24,92¢ 
Zea Mais . oz 49,86 ¢ 
Hordeum distichum ...... . . 27,16g 


Pilanzen, deren Blatter vom Beginn der Vegetation mit 15 g Uranylnitrat 
in Glasréhren, eingeschmolzen in Bleiréhren von 2 mm Dicke, bestrahlt wurden. 


Triticum vulgare TAS a. g 
Polygonum fagopyrum ..... . . 26,45¢ 
ee ee 
Hordeum distichum ...... . . 25,03¢ 


Pilanzen, deren Blatter vom Beginn der Vegetation mit 20 gq Uranylnitrat 
in Glasréhren, eingeschmolzen in Bleiréhren von 2mm Dicke, bestrahlt wurden. 


Triticum vulgare. . . ae a a 
Polygonum fagopyrum ..... . . 20,06g 
Zea Mais . Po ye we SS Gee aa 
Hordeum distichum ...... . . 18,37¢ 
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Pflanzen, deren Blatter vom Beginn der Vegeattion mit 25 g Uranylnitra 
in Glasréhren, eingeschmolzen in Bleiréhren von 2 mm Dicke, bestrahlt wurden. 


Triticum vulgare... ....... . 20,05¢ 
Polygonum fagopyrum . . . . . . . 15,32¢ 
De GS st ee se we eo ee 
Hordeum distichum . . . . . . . . 15,58¢ 


Die y-Strahlen von 10g Uranylnitrat haben nicht schddlich gewirkt 
sondern es ist eine kleine Erhéhung der Produktion neuer lebender Pflanzen 
masse zu konstatieren. Namentlich bei Zea Mais und Hordeum distichum 
Dasselbe wurde auch bei Verwendung von 15 g Uranylnitrat beobachtet 
Die y-Strahlen von 20g Uranylnitrat haben schon eine gewisse De- 
pression in der Bildung neuer lebender Pflanzenmasse bewirkt, die bei 
Bestrahlung mit 25g Uranylnitrat noch deutlicher in Erscheinung 
tritt. Die y-Strahlen des Uraniums wirken also nur in schwachen Dosen 
anregend auf das Wachstum der Pflanzen, in stdrkeren Dosen unter 
driicken sie das Leben des Protoplasmas. 

Ziemlich interessante Verhdltnisse zeigten sich uns, wenn wir dic 
obenerwahnten Versuchspflanzen im Schatten ziichteten, also ohne Ein. 
wirkung von direktem Sonnenlicht. 

In diesem Fealle fanden wir, daB schon eine Bestrahlung mit 15 ¢ 
Uranylnitrat in Glasréhren schadlich wirkt. Die Beschadigung des 
Protoplasmas stieg bei Verwendung von 20 g Uranylnitrat, weiter von 
25g und am grébten war sie bei Bestrahlung mit 30g Uranylnitrat 
wie dies die nachstehenden Resultate unserer Beobachtungen zeigen 
Weiter konstatierten wir, da’ bei Bestrahlung der obenerwahnten 
Versuchspflanzen mit einer in horizontaler Lage angebrachten Queck 
silberquarzlampe von der A. E. G., die einen groBen Teil ihrer Strahlen 
unter sich aussendet, die schidlichen Wirkungen der B- und y-Strahlen 
des Uraniums abgeschwicht werden. Die Lampe hat 110 Volt und 
4Amp. Nach unseren’ Erfahrungen sind bei der Chlorophylisynthese 
die stirker brechbaren Strahlen, die eine Wellenliinge von 4 == 575 
bis 300 wu aufweisen, am wirksamsten. Die Pflanzen wurden mit der 
Quarzlampe stets 2 Stunden vormittags und 2 Stunden nachmittags 
bestrahIt. 

Wichtige Beobachtungen machten wir bei den Blédttern der einzelnen 
Versuchspflanzen. Bei den unter dem Einflug der B- und y-Strahlen im 
Schatten geziichteten Pflanzen war ein Abbau des Chlorophylls zu kon- 
statieren, ebenso zeigten auch die sich ohne Einwirkung von Uranylnitrat 
im Schatten entwickelnden Pflanzen eine griinlich-gelbe Fdrbung der 
Blitte. Bei Bestrahlung mit der Quecksilber-Quarzlampe fanden wir 
in beiden Fdllen die Blitter smaragdgriin gefdérbt. Das Chlorophyll war 
nach unseren mikroskopischen Beobachtungen nicht abgebaut. Aus nach. 
stehenden Resultaten unserer Experimente erkennen wir deutlich, dap das 
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uliraviolette Licht die schddigende Wirkung der p- und y-Strahlen hemmt. 
lhe Versuchspflanzen waren Polygonum fagopyrum und Zea Mais. Die 
im nachstehenden angefiihrten Resultate sind auf Trockensubstanz be- 





rechnet. 
Temperatur 20 bis 27°C. 
Unter dem Einflu® von 
3» und y-Strahlen des Uraniums Obne | ranium 
(20 gy Uranylnitrat in Glasréhren) 
& e 
Im Schatten kultivierte ’flanzen. 
Polygonum fagopyrum . — 19.18 265.84 
enn, 2 4° a s & 5 ty aete Bs 24.79 $2.75 
Bei Bestrahlung mit einer (Juecksilber-Quarzlam pe. 

Polygonum fagopyrum - ; 2626 20.68 
Zea Mais. . . oF ; 39.04 35,27 


Abb. 5 veranschaulicht unsere diesbeziiglichen Experimente mit 


Beta vulgaris. 





Abb. 5. Beta vulgaris. 
Die Pflanzen stammen aus cinem Boden, der pro kg 1,2 mg Uran enthielt 
I entwickelte sich im Schatten und wurde taglich mit vitraviolettem Lichte bestrahlit 
II entwickelte sich an der Sonne. III entwickelte sich im Schatten. 








re 








68 J. Stoklasa u. J. Pénkava: 


Diese Daten sind duperst lehrreich, denn sie zeigen uns ganz deutlich 
daB die B- und y-Strahlen nur bei intensiver Einwirkung des Sonnenlichtes 
eine giinstige Wirkung auf die Bildung neuer lebender Pflanzenmass 
ausiiben. In diffusem Lichte, sowie namentlich im Schatten, wird das 
Leben des Protoplasmas durch die B- und y-Strahlen des Uraniums ye. 
schddigt. Wir sehen, daB das Trockensubstanzgewicht von im Schatien 
geziichteten Polygonum fagopyrum-Pflanzen, die mit 20g Uranylnitrat 
in Glasréhren bestrahit wurden, 9,18 g betrug, wahrend das der unbestrahlten 
Pflanzen 26,84 g ausmachte. Bei Zea Mais finden wir unter dem Einfluf 
der B- und y-Strahlen ein Trockensubstanzgewicht von 24,799, ohne 
Bestrahlung 32,759. Unter dem EinfluB von ultraviolettem Lichte wurd: 
die Produktion an neuer lebender Pflanzenmaterie durch die B- und 
y-Strahlen von Uranium gehoben. Das Trockensubstanzgewicht stieg be 
Polygonum fagopyrum auf 26,269, bei Zea Mais auf 39,04 q. 


In der Atmosphiare ist eine von den radioaktiven Stoffen ausgehende 
durchdringende Strahlung vorhanden. Diese Racdioaktivitat stammt 
nicht nur von den in der oberen Erdkruste befindlichen radioaktiven 
Stoffen, sondern auch von den Emanationen und il ren Zerfall produkten 
in der Luft. Nebstdem hat namentlich Lenard ermittelt, daB auch 
kurzwelliges, namentlich violettes und ultraviolettes Licht, die Leit- 
fahigkeit eines durchstrahlten Gases erhéht, daB es dieses Gas eben 
ionisiert. Als Ionisationsquelle fiir die Atmosphire kénnte also auc! 
die Sonne angesehen werden, die ja violette und ultraviolett: 
Strahlen in groBer Intensitiét aussendet. Diese Strahlen werden 
aber zum groBen Teile schon in den oberen Schichten der Atmosphiire 
absorbiert. 


Unsere Studien tiber die Ernahrung der Zuckerrtibe und div 
physiologische Funktion des Kaliumions im Organismus der Zucker 
riibe (Verlag Gustav Fischer, Jena 1916) zeigen deutlich, welch grok 
Rolle auch den ultravioletten Strahlen zugewiesen ist. 


Wir haben weitere Experimente vorgenommen, die den Zweck 
hatten, festzustellen, welchen EinfluB die B- und y-Strahlen, sowir 
reinen y-Strahlen von verschiedenen Dosen Uranylnitrat ausiiben 
wenn die Réhren, die das Uranylnitrat enthalten, in die Wurzeln von 
Beta vulgaris und Beta rapa eingesetzt werden. Die Resultate unsere: 
Beobachtungen waren nachstehende : 

50 g Uranylnitrat (= 23,72 g Uran) haben, pro 100g Trocken- 
substanz der entwickelten Pflanze, keinen schidigenden EinfluS 
ausgetibt. 


75g Uranylnitrat (— 35,6g Uran) wirkten, pro 100g Trocken- 
substanz der entwickelten Pflanze, ebenfalls nicht schidlich. 
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100 g Uranylnitrat (47,45 g Uran), pro 100 g Trockensubstanz der 
entwickelten Pflanze, haben bereits eine schwach destruktive Wirkung 
bei der Jebenden Pflanze hervorgerufen. 

125g Uranylnitrat (= 59,3g Uran), pro 100g Trockensubstanz 
der entwickelten Pflanze, bewirkten ebenfalls schwach destruktive 
Prozesse bei der lebenden Pflanze. 

150g Uranylnitrat (— 71,1 g Uran), pro 100g Trockensubstanz 
der entwickelten Pflanze, wirkten vollkommen destruktiv auf die 
jebende Pflanze. 

Diese Versuche werden selbstverstandlich noch erweitert und 
vertieft, und zwar insbesondere beziiglich der Einwirkung der einzelnen 
Strahlen des Radiums. 


SchluBbetrachtungen. 


Durch stufenweisen Zerfall der Atome der radioaktiven Elemente, 
die in die lebende Zelle gedrungen sind, kann, wie z. B. wenn es sich 
um ein Atom Radiumemanation handelt, eine Reihe Atome neuer, 
ebenfalls radioaktiver Elemente entstehen, die unter Aussendung von 
a- oder B-Strahlen, die eventuell von y-Strahlen begleitet sind, zerfallen. 


Bei der Beurteilung der eventuellen biologischen Wirkungen der 
einzelnen von diesen zerfallenden Atomen der radioaktiven Stoffe 
ausgesandten Strahlenarten mu vor allem die Energiemenge in 
Betracht gezogen werden, welche ein solcher Strahl nach seiner Emission 
zur Verfiigung hat, und durch welche er also die biologische Wirkung 
hervorrufen kann. Hier ist vor allem klar, daB bei einer verhaltnisma big 
gleichen Anzahl von a- und £-Strahlen bzw. y-Strahlen die energetische 


‘Wirkung der a-Strahlen in den laufenden Fillen vollkommen die Ober- 


hand gewinnen wird iiber die energetische Wirkung der £; bzw. y-Strahlen. 

Deshalb auBert sich der resultierende biologische Effekt der Radium- 
emanation in iiberwiegendem Mabe auf die gleiche Weise wie die Wirkung 
bloBer a-Strahlung, obwohl ohne Zweifel hier auch die B- und y-Strahlen 
der Zerfallsprodukte der Emanation zur Geltung gelangen. Ahnlich 
laBt sich auch iiber die a-Strahlung des Uraniums urteilen, daB nimlich 
ihre Wirkung den Einflu8 der £- und y-Strahlen der infolge des radio- 
aktiven Zerfalls des Uraniums entstehenden radioaktiven Elemente 
vollkommen in den Hintergrund dringte. 

Ein weiteres Kriterium fiir die Beurteilung der biologischen Wirk- 
samkeit der einzelnen Strahlenarten der radioaktiven Elemente, das 
ebenso wichtig ist, wie das energetische Kriterium, ist die selektive 
Fihigkeit der lebenden Zellen fiir die Adsorption der einzelnen Atome 
der verschiedenen radioaktiven Elemente, durch welche der biologische 
Endeffekt bedeutend geandert werden kann. 
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Es ist sehr wahrscheinlich, daB in manchen Fallen die Zellen eine 
erhéhte Selektionsfihigkeit fiir die Adsorption derjenigen Elemente 
der radioaktiven Zerfallsreihe aufweisen, die 8-Strahler sind, wahrend 
in anderen Fiillen oder unter anderen Umstiinden sich die Selektion 
fiir a-Strahler geltend macht. Das wiire eine geeignete Erklirung fiir 
einige scheinbar paradoxe Erscheinungen, besonders bei den biologischen 
Wirkungen des Uraniums. 

Hier sei auf die interessante Erscheinung der erhéhten selektiven 
Adsorption des inerten Elements Argon hingewiesen, die von Pictet, 
Scherrer und Helfer bei der Hefezelle bzw. bei einigen tierischen Geweben 
(Hirn, Blut) festgestellt wurde. Diese selektive Adsorption des inerten 
Argons durch die lebenden Zellen hat nach den allgemeinen Anschauungen 
keine biologische Begriindung. Aber die ganze Frage erscheint uns in 
einem neuen Lichte, wenn wir in Betracht ziehen, daf eines der Zerfalls- 
produkte des radioaktiven Atoms Kalium das unter Aussendung von 
B-Strahlen zerfallende radioaktive Atom eines Argonsisotopes ist 
Und im Hinblick auf den nachgewiesenen bedeutenden Bedarf der 
Hefezelle an Kalium, das ein £-Strahler ist, wird es vollkommen er- 
klairlich, daB die Zelle sich durch eine erhéhte selektive Adsorption fiir 
Argon einen weiteren aus Kalium durch den radioaktiven Zerfall ent- 
stehenden £-Strahler sichert. 

So kénnen energetische und selektive Ursachen eine Erklirung fiir 
einige scheinbar paradoxe Wirkungen der Strahlung radioaktiver 
Stoffe geben. 

In dem Zerfallsschema der radioaktiven Elemente laBt sich 
deutlich erkennen, daB zwischen der Uranium-, Radium-, Actinium- 
und der Thoriumreihe sehr auffillige Analogien bestehen. Auch die 
Beziehungen zwischen Reichweiten und Lebensdauern der a-Strahler 
weisen interessante Analogien auf. Ihre eigentliche Bedeutung erhalten 
diese und andere RegelmaBigkeiten erst im Zusammenhang mit der 
Stellung der Radioelemente im periodischen System. Es ist also von 
Interesse, zu erforschen, wie sich diese Gliederung auch in biologischer 
Hinsicht geltend macht. 

Unsere Studien tiber die Einwirkung des Uranylions auf die Ent- 
wicklung und den Stoffwechsel der Pflanzen zeigen uns deutlich die 
fundamentale Bedeutung des Protoplasmas uranhaltiger Zellen fiir 
die Lebensfunktionen der Pflanze, sowie die Beziehungen zwischen den 
verschiedenen Konzentrationen von Uranylion und den Vitalvorgingen 
des Protoplasmas. 

Zu den ersten, welche Versuche mit Réntgen- und Radiumstrahlen 
ausgefiihrt haben, gehéren Guilleminot (20), Matoux, Maldiney und 
Thouvenin. Sie konstatierten an mehrere Tage hindurch bestrahlten 
Samenkérnern eine im Vergleich zur Kontrolle beschleunigte Keimung. 
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Bohn bestrahlte im Jahre 1903 Seeigeleier mit Radium und beobachtete, 
je nach Linge der Expositionszeit, eine Erhéhung oder Vernichtung 
der Kernaktivitat. Lazarus, Barlow und Bonney (1909) wurden durch 
ihre Versuche zu der Annahme gefiihrt, daB kleine Dosen den Zell- 
tellungsrhythmus des Seeigeleies beschleunigen. Es wurden an einer 
groBen Reihe Objekte aus dem Pflanzen- und Tierreiche Experimente 
vorgenommen, doch waren die Resultate nie einheitlich. Keine Beob- 
achtung konnte einer eingehenden Kritik standhalten, und die damaligen 
Forschungen haben die erregende Wirkung kleiner Dosen nicht doku- 
mentieren kénnen. In ein ganz neues Licht wurden diese Probleme 
durch die Forschungen von Emmy Stein (21) gestellt. Stein bestrahlte 
pflanzliche Samen mit Radium (Silberkapsel, 30,2 mg Radium-Barium- 
Sulfat). Es entwickelten sich nach der Keimung zum Teil anormale 
Pflanzen, die von der Autorin als Radiomorphosen bezeichnet werden. 


Prinzipiell zeigen die Kernanomalien der Steinschen Radiomorphosen 
nichts anderes, als was auch an anderem Material schon beschrieben 
wurde. Das Merkwiirdige ist hier nur, daB8 zwischen der Reiz- 
beeinflussung und dem Auftreten der pathologischen Kernteilungs- 
figuren viele Generationen von Zellen liegen, die aller Wahrscheinlichkeit 
nach normale Karyokinese durchgemacht haben. Wenigstens konnte 
Stein keine anormalen somatischen Mitosen beobachten. Auch spricht 
dafiir, daB neben den anormalen Tetraden sich eine grobe Anzahl 
normaler befinden, die unmédglich aus pathologischen Kernen hervor- 
gegangen sein kénnen. Wir haben es also hier mit einem Sekundir- 
effekt zu tun, der erst in dem Augenblick bemerkbar wird, in dem die 
Pollenmutterzelle sich aus dem Ze}lverbande, dem sie bis dahin an- 
gehérte, lést und dabei wahrscheinlich unter ungiinstige Ernahrungs- 
bedingungen kommt. Stein vermutet, daB dieser Umstand erst die 
latenten Schadigungen auslést. 

Kérnicke (22) sagte im Jahre 1922: ,, Je reger die Lebenserscheinungen 
in einem Organismus vonstatten gehen, um so stirker und eher macht 
sich der EinfiuB der Bestrahlung geltend“. 


Es ist ohne Zweifel, daB diese Radiumwachstumsreaktionen von 
hoher Bedeutung sind fiir die Erkenntnis der biologischen und bio- 
chemischen Prozesse, welche sich unter Einwirkung der B- und y-Strahlen 
des Radiums in der Zelle abspielen. 

Blaaw und Heyningen(23) erzielten interessante Ergebnisse 
beziiglich der Wachstumsférderung durch y-Strahlen. Sie konstatierten, 
da8 die Radiumwachstumsreaktionen namentlich durch die y-Strahlen 
bewirkt werden, wahrend allerdings die Méglichkeit einer indirekten 
Wirkung von sekundiren, durch die auftretenden y-Strahlen in den 
Zellen selbst erregten £-Strahlen offen bleiben muB. 
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Unsere Experimente beziiglich des Einflusses des Uranylions avf 


den Metabolismus der Bakterien zeigen uns deutlich, daB geringy 


Mengen Uran in Form von Uranylnitrat die Dynamik der Assimilatioy, 


des elementaren Stickstoffs unterstiitzen und die Bildung neuer lebender 


Bakterienmasse der stickstoffbindenden Bakterien férdern. Namenttlic) 
bei Vorhandensein von Sauerstoff traten diese Erscheinungen merklic!) 
hervor. Die Ammonisationsprozesse der Bakterien, die die stickstoff- 
haltigen Substanzen zersetzen und als Endprodukt Ammoniak bilden, 
werden durch das Uranylion nicht angeregt. Mit der Erhéhung der 
Uranmenge — von 0,000003125 Grammatom pro | Liter Nahrlésung 
begonnen — steigt die toxische Wirkung des Urans. Bei einer Konzen. 
tration von 0,0005 Grammatom Uran pro 1 Liter Nahrlésung treten 
die Abbauprozesse des Kollagens tiberhaupt nicht mehr in Erscheinung 
Was die Beeinflussung der Denitrifikationsprozesse durch das Uran 
anbelangt, so fanden wir bei unseren Experimenten, daB dieselbey 
durch das Uranylion nicht geférdert werden, hingegen wird die Bildung 
neuer lebender Bakterienmasse unterstiitzt. 

Wir haben Versuche angestellt beziiglich des Einflusses von Urany|- 
ion auf die Keimung der Samen und gelangten zu dem Ergebnis, dai 
Uranylnitrat in stark verdiinnten Lésungen, und zwar 0,000003 125 
bis 0,0005 Grammatom Uran pro | Liter Wasser einen férdernden EinfluS 
auf das Erwachen des Embryos sowie auf den gesamten Keimungs. 
prozeB ausgeiibt hat. Héhere Konzentrationen jedoch wirkten depressiv 
Sie tiben einen toxischen EinfluB auf das Protoplasma der Zelle aus. 
der sich darin auBert, daB das Wurzelsystem in seiner Entwicklung 
aufgehalten wird. Durch zahlreiche Experimente konstatierten wir 
daB die photosynthetische Assimilation des Kohlendioxyds durch des 
Uranylion unterstiitzt wird. Interessante Ergebnisse erhielten wir bei 
Gegenwart von Kaliumbicarbonat. Und zwar trat in diesem Falle 
eine Erhéhung der photosynthetischen Prozesse bloB in den Zylindern. 
die kein Uranylnitrat enthielten, ein, wihrend bei Vorhandensein von 
Uranylnitrat sich keine groBen Differenzen in der Intensitaét der photo- 
synthetischen Prozesse zeigten, gegeniiber den Apparaten, die Natrium. 
carbonat enthielten. Dieselben Erscheinungen konstatierten wir auch 
in radioaktiven Wassern. Es lassen sich hier die antagonistischen 
Wirkungen zwischen Uranium, Radium und dem radioaktiven Element 
Kalium feststellen. 

Nicht uninteressant sind die Untersuchungen beziiglich des Ein- 
flusses, den das Uranylion auf die Transpirationsprozesse ausiibt. 
Wir fanden, daB die in der Uran enthaltenden Nahrlésung kultivierten 
Pflanzen infolge der Einwirkung der Radioaktivitat des Uraniums vie! 
gréBere Quantitaten Wasser transpirierten als unter normalen Bedin- 
gungen wachsende Kulturpflanzen. Durch das Uran werden dic 
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Transpirationsvorgange der Pflanzen und die Aufnahme der einzelnen 
lonen aus der Niahrlésung geférdert und dadurch das Wachstum 
angeregt. Bei Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration det 
verschiedene Mengen Uran in Form von Uranylnitrat enthaltenden 
Nihrlésungen konstatierten wir bei denjenigen, die pro Liter 0,0014 g, 
0.0028 g, 0.0042 g Uran in Form von Uranylnitrat enthielten, nach 
30 Vegetationstagen eine schwach alkalische Reaktion, was darauf 
zurickzufiihren ist, daB durch das Uranylion die Aufnahme der 
Anionen aus der Nahrlésung geférdert wird. 

Um den EinfluB des Uranylions auf das Wachstum der Pflanzen 
zu beleuchten, haben wir Wasserkulturversuche ausgefiihrt, bei denen 
wir der Nahrlésung verschiedene Quantitaéten Uranylnitrat zusetzten. 
Aus diesen Experimenten gewannen wir den Eindruck, daB kleine 
Quantitaten Uran — und zwar 0,0014 bis 0,0042 g Uran in Form von 
Uranylnitrat pro Liter Nahrlésung — eine giinstige Wirkung auf die 
Photosynthese, Assimilation des Kohlendioxyds und den Aufbau 
neuer Jebender Pflanzenmasse haben. Weiter unterstiitzt das Uranylion 
in weitgehendem MaBe die Stickstoffassimilation durch das Wurzel- 
system der Pflanze. AuBerdem konstatierten wir die A4uBerst interessante 
Erscheinung, daB bei im Dunkeln ausgefiihrten Wasserkulturversuchen 
die Konzentrationen von 0,0014, 0,0028 und 0,0042 g Uran pro Liter, 
die bei Licht einen férdernden EinfluB auf die Bildung never lebender 
Pflanzenmasse ausgeiibt haben, schidlich wirken im Vergleich zum 
Kontrollversuch. Uberhaupt stellen die sich im Dunkeln unter dem 
EinfluB von Uranium entwickelnden Pflanzen friither ihre Entwicklung 
ein als die Koutrollpflanzen. Die stirkeren Konzentrationen Uran 
haben im Dunkeln ein rascheres Absterben der Pflanzen herbeigefiihrt 
als im Lichte. Wir sehen also, daB schwache Konzentrationen von 
Uran nur bei Licht das Wachstum der Pflanzen férdern. 

Aus der Analyse der geernteten ganzen Pflanzen, und zwar Zea 
Mais und Polygonum fagopyrum, geht die interessante Tatsache hervor, 
daB in denjenigen Gruppen, in welchen die héchste Produktion an 
Pflanzenmasse statt gefunden hat, auch die gréBte Menge Phosphorsaure 
assimiliert worden ist. In den anderen Gruppen, wo eine Depression 
der Bildung neuer lebender Pflanzenmaterie eingetreten ist, sinkt der 
Gehalt an Phosphorsiure, wihrend die Assimilation von Silikation 
als auch der anderen Anionen steigt. Diese Anionen, wie Silikation, 
Chlorion und Sulfation, vertreten sowohl bei Polygonum fagopyrum 
als auch bei Zea Mais das Phosphation, wenn dessen Assimilation 
gesunken ist. 

Weiter haben wir die Wirkung des Uraniums auf die Entwicklung 
der Pflanzen in VegetationsgefiBen beobachtet und festgestellt, dab 
dasselbe in geringen Quantitaten eine férdernde Wirkung ausiibt. 
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Das von den mit Uran in Form von Uranylnitrat gediingten 
Pflanzen aufgespeicherte Uran zeigte seine Wirkung auch in den 
spaiteren Vegetationsjahren, die von mit Uran gediingten Pflanzen 
stammenden Samen wiesen im zweiten Vegetationsjahre eine bedeutend 
uppigere Entwicklung auf als die Kontrollversuche, ebenso auch im 
dritten und sogar noch im vierten Vegetationsjahre. Die Versuche 
sind mit Beta vulgaris, Soja hispida und Vicia faba ausgefiihrt worden 

Von hoher Bedeutung ist die physiologische Wirkung der einzelnen 
Strahlen des Uraniums auf den KeimungsprozeB der Samen und das 
Wachstum der Pflanzen. Wie aus unseren Experimenten zu ersehen ist 
haben die B- und y-Strahlen, ebenso wie die reinen y-Strahlen eine 
depressive Wirkung auf das Erwachen des Embryos und die Ent- 
wicklung der Wurzeln und Kotyledonen ausgeiibt. 

Die photosynthetischen Prozesse werden durch die B- und y-Strahlen 
des Uraniums erhéht, ebenso wird auch die Bildung neuer lebender 
Pflanzenmasse geférdert. Die y-Strahlen des Uraniums wirken nur in 
schwachen Dosen anregend auf das Wachstum der Pflanzen, in stirkeren 
Dosen unterdriicken sie das Leben des Protoplasmas. 

Interessante Verhaltnisse zeigten sich uns, wenn wir die Pflanzen 
im Schatten, also ohne Einwirkung von direktem Sonnenlicht kultivierten 
Bereits eine Bestrahlung mit 15g Uranylnitrat wirkte schadlich auf 
die Pflanze. Bei Bestrahlung der Versuchspflanze mit einer Queck- 
silber-Quarzlampe (also mit ultravioletten Strahlen) wurden die schad- 
lichen Wirkungen der Uraniumstrahlen abgeschwicht. Unsere Beob. 
achtungen zeigten uns ganz deutlich, daB die B- und y-Strahlen nur 
bei intensiver Einwirkung des Sonnenlichtes eine giinstige Wirkung 
auf die Bildung neuer lebender Pflanzenmasse ausiiben. In diffusem 
Lichte, sowie namentlich im Schatten wird das Leben des Protoplasmas 
durch die B- und y-Strahlen des Uraniums geschadigt. Ultraviolettes 
Licht hemmt die schidigende Wirkung der Strahlen. 

Wurden die das Uranylnitrat enthaltenden Réhren in das Innere 
des Organismus der Pflanze gebracht, so zeigte sich bei héheren Gaben 
von Uranium, und zwar 71,13 g Uran, umgerechnet auf 100 g Trocken- 
substanz, eine vollkommen destruktive Wirkung auf die lebende Pflanze. 

Die £-Strahlen des Uraniums dringen durch die Zellmembran in 
das Cytoplasma und Karyoplasma, stimulieren in Kleineren Dosen 
die Reduktionsprozesse und die photosynthetische Assimilation in der 
chlorophyllhaltigen Zelle. 

Die y-Strahlen besitzen eine ahnliche Wirkung wie die £-Strahlen. 
Die verschiedenen Strahlen des Uraniums wirken auf den chemischen 
Metabolismus der Zelle und rufen einen rascheren Verlauf der Lebens- 
prozesse hervor. 
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Popoff* hat in den letzten Jahren eine Reihe von Arbeiten publiziert, 
aus welchen zu ersehen ist, daB durch Einwirkung von chemischen und 
physikalischen Agenzien auf die chlorophyllose und chlorophyllhaltige 
Zelle die Lebensfunktionen derselben geindert und gehoben werden 
konnen. Popoff, der Ehrlichs Seitenkettentheorie ausniitzte, ist der 
Meinung, daB das lebende Molekiil imstande ist, wenn es von einem 
Reduktionsmittel teilweise seines Sauerstoffs beraubt wird, im nachsten 
Moment, wo ihm Sauerstoff wieder zur Verfiigung gestellt wird, durch 
die Seitenketten ein gréBeres Quantum zu binden. Die Oxydation in 
der Zelle wird dadurch gesteigert und infolgedessen werden simtliche 
Lebensprozesse gehoben. 

Die a-Strahlen des Uraniums stimulieren in der Zelle die Oxy- 
dationsprozesse, die B- und y-Strahlen des Uraniums die Reduktions- 
prozesse, so daB durch Einwirkung von Uranium eine desoxydierende 
Wirkung hervorgerufen wird, sowie eine energische Oxydation 
stattfindet. 

Popoff und Seisoff (19) haben weiter durch eingehende Experimente 
mit kolloidalen Substanzen gezeigt, daB die Stimulationsmittel die 
Rigenschaft besitzen, den Quellzustand der kolloidalen Substanzen 
optimal zu beeinflussen und dadurch die giinstigsten Bedingungen 
fiir die integralen chemischen Prozesse in lebender Substand herbei- 
zufiihren. Die Untersuchungen haben ferner gezeigt, daB die Herbei- 
fihrung des optimalen Quellzustandes von einer bestimmten Kon- 
zntration des Stimulationsmittels abhingt. Unter und tiber dieser 
optimalen Wirkungsstarke befinden sich die Quellungserscheinungen in 
einer auf- bzw. absteigenden Phase und folglich finden wir in der 
auf- und absteigenden Kurve der kolloidalen Umanderungen, die von 
Popoff besonders hervorgehobenen drei Phasen der Wirkung eines jeden 
Stimulationsmittels, die Phase der angehenden Stimulation, die der 
optimalen Stimulation, und die Phase der Uberstimulation, die in die 
Desaggregationsphase der Lebensvorgange hiniiberfiihrt. Die frische, 
wasserreiche Zelle der jungen Pflanze wird mit der Zeit, mit dem 
Herannahen des physiologischen Lebensendes der Pflanze wasser- 
irmer. Das Plasma der lebenden Substanz verliert mit dem Alter 
die Fahigkeit, die urspriingliche Wassermenge zu binden und zu 
behalten, und sie ist nicht mehr imstande, die durch Entquellung ver- 
loren gegangene Wassermenge auch unter den giinstigsten Bedingungen 
wieder auszugleichen. Die Herabsetzung der Lebensfunktionen geht 


1 Popoff hat in Sofia und derzeitig in Berlin mit seinen Mitarbeitern 
Konsuloff, Dobreff, Paspaleff u. a. sich mit dem Problem der Zellstimulation 
beschaftigt und sehr interessante Beobachtungen in der Zeitschrift ,,Zell- 
stimulationsforschungen“ in den Jahren 1926, 1927 (Verlag Paul Parey, 
Berlin) veréffentlicht. 
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Hand in Hand mit der Entquellung der lebenden Substanz. Das dure) 
das Uran bewirkte friihe Erwachen des Embryos der Samen, die schne|} 
Auskeimung und das energische Wachstum kann wahrscheinlich dure), 
die giinstige Wirkung des Urans auf die Kolloide erklart werden. Dic 
den LebensprozeB der Zelle, sowie die gesamten Kraft- und Stoff. 
wechselvorgange des Pflanzenorganismus erhéhende Wirkung des 
Uraniums wird durch ganz geringe Gaben Uranium in Form von Urany). 
nitrat hervorgerufen. In héheren Konzentrationen iibt das Uran ein 
hemmende Wirkung aus, es wird eine Destruktion des Protoplasmas 
und Karyoplasmas ausgelést. Namentlich ist die Beeinflussung des 
Protoplasmas durch das Uran und die Ubertragung der stimulierenden 
Eigenschaften des Urans auf die nachste Generation zu erwahnen 
eine Erscheinung, die sicherlich von gréBter Wichtigkeit ist. 

Interessant ist die Tatsache, dab ein Zusatz von kleinen Mengen 
Uran zum Boden, und zwar bei den Halmfriichten 2 bis 3 kg, bei 
Leguminosen 2,5 bis 3 kg, bei der Zuckerriibe 8 bis 10 kg, bei Solanum 
tuberosum 3 bis 4 kg Uran in Form von Uransalzen, z. B. Uranylnitra‘ 
pro Hektar, die Pflanzen gegen Parasiten aus dem Pflanzenreiche wider. 
standsfahiger macht. Bei unseren Versuchen konstatierten wir, dai 
die Kontrollpflanzen von Parasiten befallen wurden, und zwar Triticum 
vulgare von Fusarium nivale, Puccinia graminis, Puccinia glumarum 
Secale cereale von Puccinia graminis, Hordeum vulgare von Puccinia 
simplex, Puccinia graminis, Avena sativa von Erysiphe graminis 
Solanum tuberosum von Phytophthora infestans, Beta vulgaris von 
Cercospora beticola, Uromyces Betae, wahrend die mit Uransalzen 
gediingten Pflanzen keine Parasiten aus dem Pflanzenreiche aufwiesen 

Diese Erscheinung ist von hoher Bedeutung, denn man kann in 
der groBen Praxis, indem man dem Boden die Uransalze bzw. dic 
billigen Uranerze in kolloidaler Form, wie sie bei Joachimsthal vor 
kommen und die 0,38 bis 0,4°% U,0, enthalten, zufiihrt, die Pflanzen 
gegen die Infektion und Schadigung durch Parasiten aus dem Pflanzen. 
reiche schiitzen. ; 

Es ware wiinschenswert, daB diese unsere Beobachtungen seiten: 
der Phytopathologen volle Beachtung finden. 
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Uber die Anwendung des Chinaldinrots zur Messung = 
wir 
der Wasserstoffionenkonzentration in saurem Medium. hk 
Von Die 
4. M. Kolthoff. der 
saft 
(Aus der ,,School of Chemistry, the University of Minnesota”, wie 
Minneapolis, U.S. A.) mit 
(Eingegangen am 28. Dezember 1927.) rec 
Das Chinaldinrot hat die molekulare Zusammensetzung: bet 
| e 
-CH-CH N(CH,), 
. BO 
N—J 
i C,H; 
; und ist von J. F. Me Clendon' zur kolorimetrischen Bestimmung des 
} pu-Wertes im Magensaft verwendet worden; er findet eine Indikator- 
‘ konstante von 10-2", gibt jedoch keine Einzelheiten tiber das Verhalten Sal 
des Indikators unter verschiedenen Verhaltnissen. Weder die Farbstoff- 0.0 
i tabellen von G. Schulz und F.Julius*, noch die von F. M. Rowe’® her 
3 beschrieben den Indikator; es schien mir daher lohnenswert, das Chin- We 
aldinrot eingehender zu untersuchen. Ak 
Es wurde ein Praparat von der Eastman Kodak Co. angewendet sim 
(Nr. 1361), es ist ein dunkel rotschwarz gefarbtes Pulver, das schwer in Ky 
Wasser léslich ist, in Alkohol lést es sich mit sch6n dunkelroter Farbe der 
Die Vorratsfliissigkeit wurde durch Lésen von 0,1 g Indikator in 100 cem 
95 °,,igem Alkohol hergestellt. Die Vorratslésung ist etwas lichtempfind- Ne 
ist, 
' J. F. McClendon, Journ. Biol. Chem. 59, 437, 1924. 
2G. Schulz und F. Julius, Tabellarische Ubersicht der kiinstlichen 
organischen Farbstoffe, Berlin 1924. 
* FM. Rowe, Color Index, 1. Ed. 1924. 
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lic und ist in braunen Flaschen aufzubewahren. Auch dann zersetzt 
sie sich jedoch nach langerem Stehen, so daB sie am besten jeden Monat 
frisch hergestellt wird. 


Das Chinaldinrot verhalt sich wie ein einfarbiger Indikator, die 
alkalische Farbe ist rot, in stark saurer Lésung ist es farblos. Es kann 
daher mit Vorteil fiir die kolorimetrische py-Messung ohne Puffer- 
lisungen nach der Methode von Michaelis angewendet werden. 


In salzfreien Salzsiurelésungen liegt das Umwandlungsintervall 
zwischen py 1,4 bis 3,2 (farblos nach Rot), bei Anwesenheit von Salzen 
wird es etwas nach der sauren Seite verschoben, z. B. in 0.1 n Kalium- 
chlorid enthaltenden Fliissigkeiten liegt es zwischen py 1,2 bis 3,0 
Die Farbtiefen sind sehr gut zu beurteilen zwischen py 1,6 und 3,0; 
der Indikator eignet. sich daher fiir die py-Messung in normalem Magen 
saft. In seinem Umwandlungsintervall verhalt das Chinaldinrot sich 
wie eine schwache Base. Fiir praktische Zwecke ist es daher besser, 
mit der Hydrolysenkonstante statt mit der Dissoziationskonstante zu 
rechnen. 

Wenn wir die Hydrolysenkonstante als Indikatorkonstante A, 
betrachten, dann gilt: 

[BOH)[H*] — 
[B"] 
BOH ist rot, B* ist farblos. 


= Ky. (1) 


Aus (1) ergibt sich, daB: 
[B*] - __ [farblos] ,. 


he eo - » 
ohn [BOH] ~” © [Rot} me °) 


Die Indikatorkonstante A, wurde bei 23° in frisch hergestellten 
Salzsiurelésungen bestimmt. Zu 10 ccm Salzsaure fiigten wir 0.4 cem 
0,025 °,ige Indikatorlésung und bestimmten die Farbtiefe mit friseh 
hergestellten Verdiinnungen des Chinaldinrots in der iiblichen Weise. 
Wenn wir annehmen, da® in den verdiinnten Siurelésungen die 
Aktivitaét der Wasserstoff- und Kationen des Farbstoffs einander gleich 
sind, was hier wohl erlaubt ist, so haben wir bei der Berechnung von 
K, nach Gleichung (1) keine Korrektur fiir den Aktivitatskoeffizienten 
der Ionen anzubringen. 

In folgender Tabelle sind die erhaltenen Resultate wiedergegeben. 


Nehmen wir an, daB das Ionenprodukt des Wassers bei 23° gleich 107" 
ist, so finden wir fiir die wahre Dissoziationskonstante der Base K, : 


10-4 
K, = ——— 
' K, 








4 
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-4) Maen 
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In der Tabelle ist der Wert von K, und p&A, erwahnt worden 


(pK, o- log K,,). 


Indikatorkonstante des Chinaldinrots bei 23°. 





HCl-Konz. eT. kK, pk, Ky, pk, 
9,6. 10-4 0,183 1,76. 10-5 2,755 5,7. 10-13 11,245 
4,8 0,370 1,78 2,75 5,6 11,25 
2,4 0,740 1,78 2.75 5,6 11,25 
0,98 1,85 1,78 2,75 5.6 11,25 
Im Mittel: Lae." 2.75 5.6. 10-1? 11,25 


Fiir die Indikatorkonstante finden wir bei 23° im Mittel einen 
Wert von 1,77 . 107%, entsprechend einem pK, von 2,75. Me Clendon 
fand 10-7 was in ziemlich guter Ubereinstimmung mit unserem 
Wert ist (er gibt keine Einzelheiten iiber Temperatur und Elektrolyt. 
gehalt seiner Lésungen). 

Wir miissen hier bemerken, daB bei den Messungen in sehr ver- 
diinnten Salzsiurelésungen (pq > 2,5) die Farbe beim Stehen etwas 
abblaBt. Man soll hier die Messungen innerhalb 5 Minuten nach dem 
Zusatz des Indikators vornehmen. Weil das Chinaldinrot eine schwache 
Base ist, so ]aBt sich erwarten, daB der Indikator bei héherer Temperatur 
noch weniger empfindlich fiir Wasserstoffionen wird. Dies lieB sich in 
der Tat bestatigen. Wir wiederholten die Messungen bei 55° und er- 
wirmten die Vergleichslésungen mit den alkalischen Lésungen des 
Indikators auf dieselbe Temperatur. Temperaturerhéhung hat nimlic) 
einen geringen EinfluB auf die Farbe des Indikators, sie andert sich 
etwas mehr nach der violetten Seite. Es ergab sich, daB Ky, bei 55° 
gleich 3. 10~* ist, entsprechend einem pK, von 2,52. Der Temperatur- 
modulus des Indikatorexponentenwertes ist also 0,007 per 1° 

pK, = 2.73 — 0.007 (t — 20°) 20°. 


Einige Messungen wurden bei 100° vorgenommen, wo wir in guter 
Ubereinstimmung einen Wert von 2,15 fiir pX, fanden. Hieraus ergibt 
sich, daB die wahre Dissoziationskonstante der Base bei zunehmender 
Temperatur stark zunimmt. Das lonenprodukt des Wassers ist bei 100" 
etwa 60mal gréBer als bei 22°; wenn sich die Dissoziationskonstante 
der Base bei héherer Temperatur nicht andern wiirde, so kénnte man 
erwarten, daB pK, bei 100° gleich 2,75 — log 60 = 0,97 sein wiirde 
In Wirklichkeit ist gefunden 2,15, was auf eine 15fache Zunahme der 
Dissoziationskonstante der Base hinweist. 


Der Salzfehler des Chinaldinrots, das sich tibrigens fiir die kolori- 
metrische Bestimmung von py sehr gut eignet. ist leider ziemlich grol 
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Wie bei allen basischen Indikatoren wahrgenommen ist, wird die Farbe 
durch Salzzusatz nach der sauren Seite hin verschoben. 

Ich habe den Salzfehler in 0,005 n HCl bei Anwesenl-eit von 0,095 n 
bzw. 0,5 n Kaliumchlorid bei 22° gemessen. Die Aktivitat der Wasser- 
stoffionen in diesen Gemischen wurde nach der Gaskettenmethode 
genau bestimmt!. Es ergab sich, daB der Salzfehler in 0,1 n Chlorid- 
lésung 0,17 ist, in 0,5 n Kaliumchlorid 0,38. Man hat diese Werte bei 
Anwesenheit von Kaliumchlorid zu dem geressenen py als Korrektur 
zu addieren, damit man den richtigen Wert findet. Kaliumbromid, 
Kaliumnitrat una Kaliumjodid haben ungefahr den gleichen’ Einf'uB, 
dahingegen erhéhen Natrium- und .starker noch Lithiumsalze den 
Salzfehler zu einem gréBeren Betrag. Fiir genaue Messungen von px 
bei wechselndem Elektrolytgchalt der Lésungen sei man also mit der 
Anwendung des Chinaldinrots vorsichtig. 

Bei Anwesenheit von Athylalkohol wird die Dissoziationskonstante 
der Base, wie zu erwarten war, erniedrigt, oder die Indikatorkonstante K, 
wird in entsprechender Weise vergréBert. 

Alkohol erniedrigt also die Empfindlichkeit fiir Wasserstoffionen, 
zucem andert er den Farbton dei roten Form mehr nach Rotviolett und 
macht die Farbtiefe viel gréBer. Fiir Messungen bei Anwesenheit von 
Alkohol hat man daher Vergleichslésungen mit demselben’ Alkohol- 
gehalt zu verwenden. 

Nach einigen vorlaufigen Messungen in 30°%,igem Alkohol fand 
ich eine Indikatorkonstante, welche ungefahr fiinfmal gréBer ist als 
in rein wiasseriger Lésung. Der .‘ |koholeinflu8 ist also sehr erheblich. 

Vergleichen wir die igenschaften des Chinaldinrots mit denen 
eines anderen basischen Indikators, der vor kurzem beschrieben wurde?, 
nimlich des 2, 4, 2’, 4’, 2’’-Pentamethoxytriphenylearbinols, dann sehen 
wir, daB beide sehr schwache Basen ungefahr die gleiche Indikator- 
konstante haben. Das Pentamethoxytriphenylearbinol andert seine 
Farbe von px 1,2 bis 3,2. Im Gegensatz zum Chinaldinrot ist seine 
saure Farbe rot, die alkalische Form ist farblos. Das Methoxytri- 
phenylearbinol hat den groBen Vorteil tiber Chinaldinrot, daB der 
Salzfehler sehr gering ist, in 0,1 n Alkalisalzlésungen ist er vernach- 
lassigbar klein, in 0,5n Kaliumchlorid 0,06, in 0,5 n Natriu:nchlorid 
nur 0,10. Die Korrektur hat hier dasselbe Vorzeichen wie bei Chinaldin- 
rot. Das Methoxytriphenylcearbinol hat also ausgesprochene Vorteile 
iiber das Chinaldinrot. Leider ist es noch nicht im Handel zu 
beziehen, und daher ist es von Bedeutung, die Eigenschaften des anderen 
einfarbigen Indikators, Chinaldinrot, zu kennen. 


' Vgl. J. M. Kolthojf und Wouter Bosch, Rec. Trav. Chim. 46, 430, 1927. 
2 J. M. Kolthoff, Journ. Amer. Chem. Soc. 49, 1218, 1927. 
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Zusammenfassung. 


1. Chinaldinrot andert seine Farbe zwischen py 1,4 bis 3.2 von 


farblos nach Rot. 
2. Die Indikatorexponentkonstante pK, ist: 
pK, = 2,73 — 0,007 (t — 20°). 


3. Der Salzfehler ist ziemlich groB. In 0,1 n Kaliumchlorid ist 


die anzubringende Korrektur im px gleich + 0,17, in 0,5n Kalium. 


chlorid +- 0,38. Der Eiwei®fehler (fiir die Untersuchung von Magensaft 
von groBer Bedeutung) ist nicht gemessen worden. 

4. Das 2, 4, 2’, 4’,2”-Pentamethoxytriphenylearbinol! ist. besser zur 
pu-Bestimmung geeignet als das Chinaldinrot. 


' Fiir die Herstellung des Pentamethoxytriphenylcarbinols vergleiclh« 
H. Lund, Journ. Amer. Chem. Soc. 49, 1346, 1927. 
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Blutzusammensetzung und Blutgerinnung. 
Von 
Alfred Gigon und René Boulenaz. 
(Aus der Medizinischen Universitaétspoliklinik Basel.) 


(Eingegangen am 18. Januar 1928.) 


AnlaBlich Untersuchungen itiber den Kohlehydratstoffwechsel war 
es dem einen von uns aufgefallen, daB bisher keine einzige Angabe tiber 
die GréBe und die Veranderungen des Gesamtkohlenstoffs des Blutes 
in der Literatur vorlag. Ebenfalls fehlten Beobachtungen iiber Schwan- 
kungen des Gesamtstickstoffs im Blute. Unsere ersten Analysen er- 
gaben das interessante Resultat, dab Gesamtkohlenstoff und; Gesamt- 
stickstoff des Blutes groBen Schwankungen unterworfen sind; sie er- 
wiesen sich vom Ernahrungszustand (Niichternzustand, Hunger) des 
Versuchstieres und von der Art der Fiitterung abhangig. Zucker- 
zufuhr vermochte beim niichternen Individuum ein gewaltiges Steigen 
des Gesamtkohlenstoffs und ein leichtes Sinken des Gesamtstickstoffs 
zu erzeugen. Spatere Analysen ergaben, daB die Steigerung des Gesamt- 
kohlenstoffs nach Glucosezufuhr ausschlieBlich in den roten Blut- 
kérperchen zu lokalisieren ist. Noch nicht veréffentlichte Versuche 
zeigten ferner, daB nach Fettzufuhr die Steigerung des Gesamtkohlen- 
stoffs fast nur im Blutserum beschrinkt bleibt. 

Wir stellten uns die Frage, ob bei den verschiedenen Tierspezies 
spezifische Differenzen im Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt des Blutes 
nachweisbar sind. Der eine von uns hatte die Beobachtung gemacht, 
da8 Kaninchen in der Regel einen viel niedrigeren C-Gehalt des Blutes 
aufweisen als Hunde. Die Zahlen, die am Menschen gewonnen wurden, 
zeigten im ganzen héhere Werte als diejenigen beim Kaninchen 
(Pflanzenfresser) und niedrigere als die beim Hunde (Fleischfresser). 
Fiir die weiteren Untersuchungen wahlten wir Schlachttiere. Es ergab 
sich aber bald, daB wir hier keine eindeutigen Differenzen erhalten 
konnten. Die Ursache liegt wohl daran, daB Schlachttiere im Gegensatz 
zu Laboratoriumstieren bei der Schlachtung einen sehr verschiedenen 
Ernahrungszustand aufweisen. Vorherige Ernihrung, Muskeltatigkeit, 
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Gesundheitszustand bei der Schlachtung konnten nicht ausreichend 
eruiert werden. 

Lieferten unsere Resultate daher nicht die nach den Erfahrungen 
am Laboratoriumstier erwarteten Differenzen, so waren sie in anderer 
Richtung bemerkenswert. 

Zur Bestimmung des Kohlenstoffs und des Stickstoffs wahlten 
wir die gleichen Methoden nach Pregl, wie sie seinerzeit beschrieben 
wurden. 

In Anbetracht der bei Schlachttieren leicht verfiigbaren gréBeren 
Mengen Blutes haben wir Analysen gemacht, nicht nur im frischen 
Gesamtblut, sondern auch im Fluorblut, im Plasma des Fluorblutes 
im defibrinierten Blute, im Serum des defibrinierten Blutes und im 
Serum des geronnenen Blutes. 

In Tabelle I sind unsere bisherigen Zahlen zusammengestellt. 











Tabelle I. 
— Serum aus Serum aus 
Defibrini ; >, Ph ; 

ei oe Blut mit NaF Fiuorblot — ~im —-— i 

cijnjiciwicinic[{uiclin 

wae © Ochs 11,61 2,89 3,02 5,67 1,61. 5,81 1,52 | 6,89 | 1,50 
1. XI. Schwein 1 11,30, 3,41 4.10 1,05 4,24 1,10 4,27 | 1,12 

2. XI. Kuh 1 8,49 2.41 4.87 1,05 4,94 | 1,26 

3. XI. Kuh 2 9,42 2,92 4,04 1,15 439 1,17 4,49 | 1,27 

4. XI. Schwein 2)}11,13 3,44 || 11,01) 3.24) 4,75 | 1,21 |) 4,93 1,36 | 4,73 | 1,37 

7. XI. Schwein 3 | 11,97) 3,37 | 11,23) 3,85 3,82 | 1,04) 4,62 1,12 4,81 1,28 

17. XI. Pferd «| 11,59 3,36 |11,48' 3,41 3.56 | 0,94 3,88 1,12 4,10 | 1,15 
18. XI. Schwein 4 10,73 3,48 | 11,37) 3,59 3,57 | 1,08 | 3,87) 1,16 4,14 1,15 
21. XI. Schwein 5 | 11,36 3,68 | 10,80) 3,42 3,80 1,09) 4,18 1,14 | 4,47 | 1,16 
24. XI. Kalb = 7,49) 1,77 | 7,58, 1,97 3,45 0,81 3,48 0,77 3,70) 1,11 
1. XII. Schwein 6 | 11,86 3,59 4,52 0,97 4,81 1,47 

3. XIL. | Schwein 7 12,18) 3,76 12,11 3,72 4,24 | 1,08 4,17 | 1,01 4,88 1,26 

5. XL. | Frau H. 10,67 3,16 5,06 1,30 5,40 1,33 


a 


Blut + 5 °/o 
MgSO, 
22. XL Herr ¥. 10,77 2,48 | 11,02) 2,90 | 4,63 0,93 


Man nimmt bekanntlich an, daB das Blutserum sich vom Plasma 
im wesentlichen nur durch die Abwesenheit des Fibrinogens und die 
Gegenwart von Fibrinferment und vielleicht von Fibringlobulin 
Hammarsten unterscheidet. Eine Differenz zwischen Serum von de- 
fibriniertem Blute und Serum von spontan geronnenem Blute wird 
nicht gemacht. 

Die Tabelle I zeigt zuerst folgendes Ergebnis. Vergleicht man dic 
im Plasma und im Serum gewonnenen C- Werte, so finden wir ausnahmslo» 
im Serum des geronnenen Blutes die gréBten Kohlenstoffzahlen. A priori 
hatte man unter Beriicksichtigung der Anwesenheit von Fibrinoge) 
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im Plasma allein das Umgekehrte erwarten sollen’. Die Differenzen 
zwischen den C-Werten des Fluorplasmas und des Serums aus geronnenem 
Blute sind groBen Schwankungen unterworfen. Die gréBte Differenz 
betragt 1,2°%, die kleinste 0,17 %%. 

Wir kénnen daraus den ersten sicheren SchluB ziehen, daB noch 
andere Substanzen als Fibrinogen und Fibrinferment den Unterschied 
zwischen Blutplasma und Blutserum charakterisieren. 

Betrachtet man die Stickstoffwerte, so ist es ersichtlich, daB 
dieselben nur insofern den C-Werten parallel gehen, als dieselben eben- 
falls im Serum mit einer einzigen Ausnahme héher sind als im Plasma. 
Der Quotient c/n zeigt jedoch sehr groBe Differenzen. Daraus diirfte 
man den zweiten SchluB ziehen, daB der Unterschied zwischen Serum 
und Plasma nicht durch eine einzige Substanz, sondern durch mindestens 
zwei, Vielleicht mehrere Stoffe verursacht wird. Der wesentliche Anteil 
ist wahrscheinlich ein oder mehrere stickstofffreie Kérper, die im Serum 
reichlicher vorhanden sind als im Plasma oder sogar nur im ersten 
vorkommen. Der Quotient c/n betragt bei den EiweiBstoffen des Blutes 
3,2 bis 3,3. Aus unseren Differenzzahlen lassen sich ¢/n-Quotienten 
von 9,0 und mehr berechnen. Die GréBe und Bedeutung dieser hier 
in Frage kommenden Substanzen geht ohne weiteres aus unseren Zahlen 
hervor. Die Differenz von 1% Kohlenstoff zwischen Plasma und Serum 
beim Schwein Nr. 3 entspriiche z. B. einem Zuckergehalt von 2,5 %. 

Ein weiterer bemerkenswerter Unterschied liegt darin, daB das 
aus defibriniertem Blute gewonnene Serum mit einer Ausnahme 
durchweg héhere C-Werte aufweist als das Plasma, daB es aber stets 
weniger C enthalt als das Serum des geronnenen Blutes.. Die N-Zahlen 
verhalten sich im groBen ganzen ahniich. Allerdings haben wir hier 
dreimal niedrigere Werte als Plasma, und fiinfmal sind die Differenzen 
wungefahr innerhalb der Fehlerquellen. Aus unseren Zahlen geht aber 
loch mit Sicherheit hervor, dafB das Serum aus defibriniertem Blute mit 
demjenigen aus geronnenem Blute nicht identisch ist. 

Ein Vergleich der im defibrinierten Blute in toto gewonnenen 
Zahlen mit denjenigen des Fluorblutes ergibt nun ebenfalls interessante 
Resultate. Der C-Gehalt des defibrinierten Blutes ist mit demjenigen 
des Fluorblutes nicht identisch. Arthus rechnet, daB aus 100g Blut 
0.2 g Fibrin gewonnen wird, entsprechend 0,1 °%, C (nach Hammarsten). 
Das Fluorblut enthalt aber nicht mehr, sondern weniger Kohlenstoff 
als das defibrinierte Blut. 

In unseren Versuchen hatten wir zuerst den Fluorgehalt des Blutes 
so gewahlt, daB wir eine Konzentration von 0,3 bis 1,0°,, NaF erhielten. 


* Im Blutplasma wird ein Gehalt an Fibrinogen von 0,1 bis 0,4 an 
genommen (Hammarsien). 
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Differenzen in der Beschaffenheit des Blutes innerhalb dieser Grenze) 
in bezug auf den NaF-Gehalt fanden wir nicht in der Literatur. Nuy 
fiel es uns auf, daB das Blut mit 1 % Fluornatrium etwas heller aussieh 
und eine beinahe sirupése Beschaffenheit annimmt, wahrend bei einer 
Konzentration von 0,3°%, NaF diese Veranderungen nicht auftrete 

Zur Priifung der Einwirkung des NaF-Zusatzes dienten folgende 
Versuche (Tabelle II): 








Tabelle 11. 
|| Schwein 7 Schwein 8 Kalb 
Cc N Cc N Cc N 
|} % "lo % "lo %lo 
Blut + O38 % MaF ....:... 11,86 3,59 |12,11 3,72 7,58 if 
RS te eee 11,53 3,56 12,18 366 — 
Defibriniertes Blut... ...... ~- — (12,18)! 8,76 | 7,49 1,77 
Plasma des Blutes + 0,3 % NaF. . 4,52 0,97) 4,24) 1,08 — = OY 
Plasma des Blutes + 1% NaF... 4,31 0,66 } 407 098 -— -- 
Serum aus defibriniertem Blut... . 4,19 0.93 | 4,17) 1,01 3,48 0,77 
Defibriniertes Blut mit NaF bis 0,3 % 
versetzt, davon Serum ...... 4,19 095 428) 1,01 3,45 | 0.81 
Defibriniertes Blut mit NaF bis 1 % 
versetzt, davon Serum ...... 3,78 0,63 3,88) 1,08 38,26 0,67 
Serum aus geronnenem Blut .... 4,81) 1.47 4,88) 1,26 3,70) 1,1! 


Die Bedeutung des Fluornatriumzusatzes ist in den Analysen von 
Plasma und Serum sehr deutlich. Das Plasma des Blutes mit Zusatz 
von NaF bis 1%, ist durchweg C- und N-armer als das Plasma de: 
Blutes mit 0,3 °% NaF, eine Beobachtung, die bisher nie erwahnt wurde 
Diese Wirkung des NaF kommt auch zur Geltung, wenn man dem 
defibrinierten Blute NaF in Konzentrationen bis zu 0,3 bzw. 1°, 
zusetzt und nach Zusatz desselben das Serum durch Zentrifugieren 
gewinnt und untersucht. Das Serum aus dem defibrinierten Blute 
mit 1% NaF ist vor allem C-armer als dasjenige aus defibrinierten 
Blute mit 0,3°% NaF. 

Es seien noch folgende Beispiele mitgeteilt : 

















‘abelle 111. 
. 2 ‘ Pierd | Schwein 3 ~ Kalb 
| Cc N c N i c | N 
Serum aus defibriniertem Blut. . . . 3,838 112 4,62 1,12 3,56 0,97 
Defibriniertes Blut + NaF’ versetzt, 
CE oe a | 3,53 0,95 | 4,19 0,96 3,43 0.94 
Serum aus geronnenem Blut .... 4,10 115 481 1,23 — - 


Daraus geht hervor, daB das NaF, das dem Blute zugesetzt wird, 
Veranderungen erzeugt, die mit der Konzentration des NaF differieren 
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énnen. Wird das Fluornatrium nicht dem defibrinierten Blute in toto, 
mdern dem aus ihm gewonnenen Serum zugesetzt, so erhalten wir 
eine Differenzen im C- und N-Gehalt vor und nach NaF-Zusatz 
er reichlichere Zusatz von NaF verandert offenbar Substanzen, die 
ich in den Blutkérperchen befinden, oder solche, die sich beim Zentri- 
ugieren mit dem Blutkérperbrei vom Plasma bzw. Serum scheiden 
assen. Ein Beispiel sei nur angegeben: 





Cc N 


aer M Se ER 
rum aus defibriniertem Blut ......... 8,56 0,97 
ieses Serum mit NaF bis zur Konz. 1 % versetzt 3,48 0,94 


Die Differenz entspricht hier der Verdiinnung durch den Zusatz 
von Fluornatrium. 

Aus Tabelle I haben wir gesehen, daB das Plasma aus Fluorblut 
armer ist als das Serum des defibrinierten Blutes und dasjenige des 
pontan geronnenen Blutes. Wir versuchten, ob sich vielleicht durch 
vhlagen des Fluorblutes der O-Gehalt des daraus gewonnenen Plasmas 
teigern J4Bt. Unsere Analysen ergaben tatsichlich eine in gewissen 
Blutarten nicht unerhebliche Steigerung des Plasmakohlenstoffs nach 


lem Schlagen. r 
Beispiel. Blut vom Kalb. 





Cc N 
lo %io 
Plasma von 0,8 % Fluorblut.......... | 8582 | 090 
m von defibriniertem Blut ......... 3,77 1,08 
Serum von geronnenem Blut .......... 3,96 1,18 
3% Fluorblut, mit Glasperlen 5 Min. geschlagen, 
NS ee ee ee en 4,10 1,04 


Durch die mechanische Wirkung des Schlagens wird offenbar aus 
len Erythrocyten eine C-reiche Substanz frei und léslich, die in das 
Plasma iibergeht. Das Plasma des Nichtgeschlagenen und dasjenige 
des geschlagenen Fluorblutes gerinnen nach Zusatz von kleinen Mengen 
Blutserums. Die C-reiche Substanz, die nach dem Schlagen in das 
Plasma iibergeht, spielt offenbar bei der Gerinnung keine wesentliche 
Rolle. Der Glucosegehalt des Fluorplasmas erfahrt durch das Schlagen 
des Fluorblutes keine Verianderung. 

Weitere folgende Beobachtungen seien noch erwahnt, da wir 
dieselben in der Literatur nicht gefunden haben. 


Versetzt man das Serum, aus geronnenem Blute, mit Na F verschiedener 
Konzentrationen, so erhélt man keinen Niederschlag. Wird dieses Serum 
mit CaCl, versetzt, so bildet sich ebenfalls kein Niederschlag. 
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Aus den Tabellen LI und III geht hervor, da8, wenn man defibrinierts 
Blut mit NaF bis zur Gesamtkonzentration von 1% versetzt und nachh 
das Serum durch Zentrifugieren gewinnt, letzteres C-irmer und N-drmegii gew 
ist als das urspriingliche Serum aus defibriniertem Blute allein. Verset 
man das Serum aus defibriniertem Blute mit NaF bis 1°, Konzentratiogf pent 
oder mit CaCl, in verschiedenen Konzentrationen, so erhélt man kein¢ 
Niederschlag. Bei einer Konzentration von 3% NaF tritt ein geringfiigige 
Niederschlag auf. 

Nimmt man aber das Plasma aus Blut + 0,3°% NaF und setzt Naf 
hinzu bis zu einer Konzentration von 1% NaF, so tritt ziemlich rasch ¢; 
geringfiigiger, flockiger, weiBlicher Niederschlag ein. Im Fluorplasm 
aus Kalbsblut erscheint der Niederschlag fast sofort, im solchen aus Schwein: 
blut vergehen wenige Minuten, bis der Niederschlag reichlich erschein: 
Wird einem Plasma aus Fluorblut mit 0,3% NaF eine CaCl,-Lésung 2 
gesetzt (3 ccm Plasma -+ 0,3 ccm einer wasserigen 20% igen CaCl,-Lésung 
so entsteht ein ziemlich voluminéser, weiBlicher, flockiger Niederschlag, de 
allméhlich zu Boden sinkt. Wird weniger CaCl, zugesetzt, so nimmt de 
Niederschlag mit der CaCl,-Konzentration ab. 

Wird der gleiche Versuch mit einem Plasma aus Fluorblut mit 1°, Na 
gemacht, so ist der Niederschlag wesentlich geringer. 

Der Niederschlag, der durch CaCl,-Zusatz in Fluorplasma (0,3 °% NaF 
gewonnen wird, ist nicht léslich in 5- bzw. 10%iger NaCl-Lésung. & 
ist in nur minimalen Mengen léslich in einer 1 °%4igen Na F-Lésung. Letzte: 
triibt sich ganz leicht bei 55° C. ning 

Derselbe Niederschlag mit CaCl,-Zusatz wird allmahlich steinhargy "©! 
und 148t sich in einem Mérser pulverisieren. 

Die C- und N-Analyse dieser Substanz ergibt: Aus Kalbsblut gewonnen! 











schh 
Niec 


Sat 
PE ws SG eee ees eee 
co, fu Re eo ae 0,003 581 4 55° ¢ 
er 6 . 26,20% filtr 
Im Platinschiffchen blieb uriverbrennbarer weiBer Rest = 0,001 834 ¢. triib 
Daraus 148t sich berechnen: und 
anorganische Substanz ... . . 49,13% wird 
organische Substanz ... . . . 50,87% ‘lia 


Berechnet man den C auf die organische Substanz, so erhalt mani gibt 
51.67%. . 
Der N-Gehalt der Gesamtsubstanz betrégt 6,31, 6,32°%. Auf dic 


organische Substanz allein berechnet, erhaélt man 12,83. nage 
Eine zweite Analyse mit Schweineblut ergab dieselben Kohlenstofi- 

werte: in der Gesamtsubstanz C 26,58%. dus 
Eine weitere Beobachtung mag hier noch erwéhnt werden: list 


Fluorplasma (a, 0,3°%, NaF), mit NaCl bis zur Sattigung versetzt.@ die 
gibt einen Niederschlag, der an der Oberfliche der Fliissigkeit schwimm' bleil 
(Fibrinogen). Dieser Niederschlag lést sich, wenn man das Ganze verdiinn' 
bis zu 5% NaCl. Tus 

Wird nun dasselbe Fluorplasma zuerst mit CaCl, versetzt, so entsteh 
der schon oben erwaéhnte Niederschlag, der zu Boden sinkt. Versetzen wi ff nah) 
nun das Filtrat mit NaCl bis zur Saéttigung, so gewinnen wir einen an ‘le! deri 
Oberflache schwimmenden Niederschlag, der sich aber durch Verdiinnung 
bis zu 5% NaCl nicht lst. und 
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SchlieBlich sei noch folgendes Versuchsprotokoll mitgeteilt : 

A = Plasma aus Kalbsblut mit 0,3% NaF durch Zentrifugieren 
gewonnen. 

B = Dasselbe Plasma, dem NaF zugesetzt wurde bis zu einer Kon- 
zntration von 1%. 


Serie a. 
1. 3cem A + 0,3cem CaCl, 20 % + 0,5cem Serum 
23 , A+03 , CaCl10 %+0,5 ,, * 
3. 3 ” A + 0,3 ” CaCl, 5 % + 0,5 ” ” 
4. 3 99 A + 0,3 °° CaCl, 2.5 % + 0,5 ” 
5.3 , A+0,3 ,, CaCl, 1,25% + 0,5 ,, 5 
Serie b. 
1. 3ecem B + 0,3cem CaCl, 20 % + 0,5cem Serum 
23, B+03 , CaCl 10 %+0,5 ,, ” 
3.3, B+03 , CaCl 5 %+0,5 ,, ” 
4.3, B+03 , CaCl 25 %+0,5 ,, ” 
5.3 , B+0,3 ,, CaCl, 125% + 0,5 ,, ‘a 


In Serie a, 1 und 2 starker, weiBlicher, flockiger Niederschlag, der sich 
susammenballt und zu Boden sinkt. In Serie b, 1 und 2, denselben Nieder- 
schlag, aber viel weniger reichlich. In 3, 4, 5 allm&hliche Abnahme des 
Niederschlags. 5 Minuten nach Zusatz des Serums beginnt in la die Ge- 
rinnung; nach 10 Minuten la vollsténdig geronnen, 1b bleibt fliissig; 
die gelbe Fliissigkeit, die sich auf dem Niederschlag befindet, gerinnt nach 
2? Tagen. 2a gerinnt nach 15 Minuten, 2b bleibt fliissig. 

3a und 4a gerinnen nach 30 Minuten, 4b gerinnt ein wenig spater. 
5a und 5b gerinnen zu gleicher Zeit nach etwa 35 Minuten. 

Plasma A, im Wasserbad erwirmt, triibt sich bei 52° und gerinnt bei 
55°C. Plasma B verhalt sich gleich. Plama A + CaCl, 20%, Niederschlag 
filtriert. Das Filtrat leicht triibe (CaF ,) zeigt bei 52°C keine Veranderung, 
triibt sich intensiv bei 62°C, gibt bei 72°C einen weiSen Niederschlag 
und gerinnt bei 73° C. 

Der Niederschlag, der durch Zusatz von NaF im Fluorplasma gewonnen 
wird, ist, wenn er gewaschen wird, weiB, elastisch. Er lést sich allméhlich 
in einer 1% igen NaF-Lésung (iiber Nacht stehengelassen). Diese Lésung 
gibt bei 53°C eine starke Triibung (Fibrinogen). 

Aus diesen Untersuchungen scheint folgendes bisher hervor- 
tugehen : 

Der Niederschlag, der im Fluorplasma zu 0,3°% NaF mit CaCl,- 
Zusatz gewonnen wird, enthalt neben anorganischen Bestandteilen 
(ist aber nicht CaF,) eine organische, stickstoffhaltige Komponente, 
die nur zum geringsten Teil aus Fibrinogen bestehen kann. Die zuriick- 
bleibende Fliissigkeit enthalt noch geniigend Fibrinogen, um nach 
Zusatz von 0,5 ccm Serum in wenigen Minuten vollstandig zu gerinnen. 

Diese Fallung mit CaCl, gelingt nicht im Serum. Ist unsere An- 
nahme richtig, daB es sich dabei nicht um Fibrinogen oder Fibrinogen- 
derivate handelt, so ist hier ein weiterer Unterschied zwischen Serum 
und Plasma vorhanden. 


6§* 
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Da diese Substanz im Serum nicht nachweisbar ist, ist der sehr 
groBe UberschuB an C im Serum gegeniiber dem Fluorplasma um s« 
bedeutungsvoller. 

Diese Untersuchungen werden fortgesetzt. 


SchluBsitze. 


1. Serum von geronnenem Blute enthalt mehr Kohlenstoff as 
Serum, das von defibriniertem Blute gewonnen wird. Letzteres enthalt 
wieder mehr Kohlenstoff als das Plasma des mit Fluornatrium (0,3 und 
1%) versetzten Blutes. 

2. Die Differenzen in den Gesamtstickstoffwerten gehen mit den. 
jenigen in den C-Zahlen nicht parallel. 

3. Zwischen Serum und Plasma bestehen charakteristische Unter. 
schiede, die sich durch die Anwesenheit des Fibrinogens im Plasma, des 
Fibrinferments und des Fibringlobulins im Serum nicht erklaren 
lassen. 

4. Serum aus geronnenem Blute und Serum aus defibriniertem 
Blute sind in ihrer Zusammensetzung verschieden. 

5. Fluornatrium dem Blute bis zu einer Konzentration von | °, 
sugesetzt, verandert die Zusammensetzung des Blutes, des Serums 
und des Plasmas sehr merklich. 

6. Durch das Schlagen des Fluorblutes gewinnt man ein Plasma, 
das C-reicher ist, als das Plasma des nicht geschlagenen Fluorblutes. 

7. Es wird tiber Niederschlige berichtet, die im Plasma nac} 
Zusatz von NaF bzw. CaCl, entstehen. 


Literatur. 


Gigon, Die Schwankungen in den wichtigsten Bestandteilen des Blutes 
und ihre klinische Bedeutung. Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderh. 80, 85, 
1926, daselbst Literatur. — Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem. 8. Aui! 
1914 Bergmann, Wiesbaden. — Bordet, Le phénoméne de la coagulation 
Bruxelles. X. IV. Congr. frangais de médecine 1920. 
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Beitrag zur Berechnung eines tierkalorimetrischen Versuches. 
Von 
Paul Hari. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Bingegangen am 19. Januar 1928.) 


Soll an einem Tiere die Warmeproduktion dyrch direkte Kadiori- 
metrie, also aus seiner Warmeabgabe, bestimmt werden, so muB zu der 
Warme, die von gewissen Teilen des betreffenden Apparats (ein- 
geschlossene Luft, durchstrémendes Wasser, Létstellen) registriert wird, 
die Wairme hinzuaddiert werden, die zur Verdampfung von Wasser 
verwendet und in der erwirmten Ventilationsluft entfiihrt wird. AuBer- 
dém muB aber an dieser gesamten Warmeabgabe eine Korrektion 
angebracht werden fiir die Anderung, die die Kérpertemperatur und das 
Kérpergewicht des Tieres waihrend der Versuchsdauer erleiden. Denn, 
wenn z. B. die Kérpertemperatur bei unveraindertem Kérpergewicht 
abgenommen hat, so gilt die auf diese Weise an die Umgebung ab- 
gegebene Wirme ebensowenig, wie die von einem Kadaver abgegebene 
als produzierte Warme. Oder hat bei unverinderter Kérpertemperatur 
wahrend der Versuchsdauer ein Verlust am Kérpergewicht stattgefunden, 
so ist es klar, daB Kohlendioxyd, Wasserdampf, Harn und Kot, aus 
denen derVerlust besteht, und die den Kérper des Warmbliiters mit etwa 
38°C verlassen und sich alsbald auf die Temperatur des Tierraumes des 
Apparats abkiihlen, hierbei eine entsprechende Wiarmemenge an den 
Apparat abgeben, die nicht als produzierte Warme in Anschlag gebracht 
werden darf; ebensowenig, wie diejenige Warmemenge, die etwa von 
einer frisch amputierten, neben das Tier in das Kalorimeter hingelegten, 
rasch abkiihlenden Extremitat abgegeben wiirde. Es miissen vielmehr 
von der gesamten Wirmeabgabe des Tieres Betriige entsprechend der 
verringerten Kérpertemperatur und dem verringerten Kérpergewicht als 
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Korrektion abgezogen werden, deren GréBe auch von einer etwaigen 
Anderung der Temperatur des Tierraumes abhangig ist. (Hat, wie ex 
auch vorkommen kann, die Kérpertemperatur des Tieres wahrend der 
Versuchsdauer zugenommen, oder hat das Tier sein Kérpergewicht 
infolge von Nahrungsaufnahme im Kalorimeter vermehrt, so mu 
eine entsprechend berechnete Warmemenge als Korrektion zu der ge. 
samten Warmeabgabe hinzuwaddiert werden.) 


Fiir diese Korrektionen hat Prof. Karl Tangl von der philo. 
sophischen Fakultat der Universitat Budapest zum Gebrauch fiir meine 
tierkalorimetrischen Versuche eine Formel abgeleitet, die ich seinerzeit 
mitgeteilt habe und fiir die ich an dieser Stelle besten Dank quittiere, 
Die Ableitung der Formel lautet wie folgt. 

Wird die Kérpertemperatur des Tieres am Anfang des Versuchs 
mit @,, am Ende des Versuchs mit ©, bezeichnet, wobei 0, > @, 
wird ferner angenommen, da8 der Temperaturabfall wihrend der ganzen 
Versuchsdauer 7 gleichmaBig vor sich gegangen ist, so betragt nach 


Ablauf einer Zeitdauer ¢ der Abfall 5 - @2. t, die Kérpertemperatur 6 


des Tieres : 
0,—90 
8 = 0, — an 2 .t, (1) 
der Abfall d@ nach einer sehr geringen Zeitdauer dt aber 
oie 0; — 9, 
d0 = 7 dt. (I) 


‘ 


Wird die aus der Temperatur der ein- und der austretenden 
Ventilationsluft berechnete mittlere Temperatur des Tierraumes am 
Anfang des Versuchs mit #,, am Ende des Versuchs mit #, bezeichnet, 
wird ferner angenommen, daB die Anderung dieser Umgebungstemperatur 
wahrend der ganzen Versuchsdauer .7' gleichmaBig vor sich gegangen 
ist, so betragt nach Ablauf einer Zeitdauer ¢ diese Anderung a 7 
die Umgebungstemperatur # aber 


o,—? 
o = 3, — a ®t. (111) 

Wird das Kérpergewicht des Tieres am Anfang des Versuchs mit 
M,, am Ende des Versuchs mit M, bezeichnet, wobei M, > Mg, wird 
ferner der Gewichtsverlust M, — M, wahrend der ganzen Versuchs- 
dauer 7 mit m bezeichnet, daher 


n= M, - M3; (LV) 
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nuamt man ferner an, daB die Abnahme des Kérpergewichts wahrend 
der ganzen Versuchsdauer gleichmaBig vor sich gegangen ist, so wird 
nach Ablauf der Zeitdauer ¢ das Kérpergewicht M des Tieres 


M,—M m 
M = M,— 7. +t = My — ab. (V) 
der Gewichtsverlust dM nach der sehr geringen Zeitdauer dt 
m 


betragen. 

Aus dem Abfall der Kérpertemperatur und der Abnahme des 
Kérpergewichts soll nun die Warmemenge, die von der gesamten 
Warmeabgabe in Abzug zu bringen ist, zundchst fiir den in Tierversuchen 
kaum je verwirklichten Fall berechnet werden, wenn zwischen der 
Temperatur des Tierkérpers und des Tierraumes kein Unterschied 
besteht. Ist nimlich c die spezifische Warme des Tierkérpers, und betragt, 
wie oben angenommen wurde, nach Ablauf der Zeitdauer ¢ seine Kérper- 
temperatur @, sein Kérpergewicht M, so ist, wenn seine Kérpertempe- 
ratur wahrend der sehr geringen Zeitdauer dt um d@ abnimmt, die 
hieraus resultierende, in Abzug zu bringende Warmeabgabe c . M .d@; 
auf die ganze Versuchsdauer umgerechnet, betragt diese Warmemenge 

T T ! 


fe. M.d@ =efM.d@. 
0 0 


0, 
T 


m 


Da aber nach (V) M= M, r 


so betragt die in Abzug zu bringende Warmemenge 
T 


Sek ac a 


t, nach (IF) aber d@ oe db. 


T 
4 0, -@ — 
=) (ity: =, 2 dt Es 4.48) 
0 ; . 
oe _— [ ae Sys th Bem 3 


0 “ 


Dieser Ausdruck geht aber, da 
T T 
fat = T und feat = ; 7, 
0 0 
iber in 
¢- M, .(@,-@,)—c- 


m 
5 -@,) = ¢.(M, 5) @s @,). (VIL) 
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Der unter (VII) verzeichnete Ausdruck wiirde die abzuziehend 
Wiarmemenge in dem Falle bedeuten, wenn die Temperatur des Tier. 
kérpers und des Tierraumes dieselbe ware. Nun ist aber die mittler 
Temperatur des Tierraumes stets weit niedriger als die des Tierkérpers, 
daher muB die vom Tiere wahrend der sehr geringen Zeitdauer 4; 
verlorene Kérpermasse dM, die urspriinglich die Temperatur © de 
Tierkérpers hatte, sobald sie den Tierkérper verlaBt, die niedriger 
Temperatur # des Tierraumes annehmen. Die Warmemenge, die den 
Apparat auf diese Weise mitgeteilt wird und in Abzug gebracht werder 
muB, betrigt, wenn man fiir die verlorene Kérpermasse diesell» 
spezifische Wiirme annimmt, die der tibrige Tierkérper hat, 


c-dM(@—®) baw. c- 7O — 9) dt, 


wenn man nach VI fiir dM den Wert AL einsetzt, Fiir die gaiue 


Versuchsdauer 7’ wird aber diese Warmemenge 


7 
m 


¢: 7 | @— eae 


U 
betragen bzw., wenn man fiir @ und fiir # die betreffenden Werte aus (|) 
und aus (III) einsetzt, 


T 


m {/ e,—9 o,—? 
0 * (0, - 7, *.t— OF, + — * .t)dt 


. 
“ 


T T 
m . m 0, C7 e 0, a, — a, 4 
= . . _ . _—_ — t. 
cn @, — ) | dt—e 7 (—'a 7 ))ea 
Da wieder 

T 7 
fde= T und ftdt = } 7 
: 0 ” 


geht obiger Ausdruck iiber in 
@ 


@ ? 3 
c-m-(@,- o,— * . + : : =) 


=c-m.( so -S): 


Dann betragt aber die gesamte in Abzug zu bringende Warmemeng: 
aus (VII) und (VIII) 
bad 0,+ 0 o, + @, 
o-(M, —™)(@, —@,) + c-m.(% +s _ + 9s) 


= 


- ¢- M,(@, — @,) + c-m-(@, -- (1X) 


' “it ?, ) , 
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Ersetzt man hier nach (IV) m durch M, — My, so erhdlt man 


c. M,(@, — @,) + c.(M, — M,)(@, — a, mi) 


- cM, -(8, _*h 5 **) my c- M,(@, 7" M14 sh. (X) 

Dies ist die Formel der Korrektion, die an der gesamten Warme- 
abgabe angebracht werden mu8, um aus dieser die Warmeproduktion 
mu erhalten. Setzt man in Formel (X) fiir ¢ den von F.G. Benedict 
empfohlenen Wert 0,83 ein, ersetzt ferner obige Buchstabenzeichen 
durch solche, die vom Biologen leichter benutzt werden kénnen, indem 


@, = KT, (Kérpertemperatur am Anfang des Versuchs), 


0, = KTz ( - . a”. » » 

M,=G,  (Kérpergewicht ,» Anfang ,, » ) 

M,=G, ( i » Ende a » 2 
o, + 


— 7T (mittlere Temperatur des Tierraumes, berechnet 


3 aus der Temperatur der ein- und austretenden 
Ventilationsluft am Anfang und am Ende des 

Versuchs), 

so geht Formel (X) tiber in 
0,83 .G,(K T, — TT) — 0,83-G,(KT, — TT)*. ; (XI) 


1 Ersetzt man im Ausdruck (IX) nach (IV) M, durch M, + m, so 
erhélt man: 
o o 
c(M, + m) (4, - 6,) + ¢.m(6,- oe: *) 
7 a, Tt a, 
- O.M,0,+ cm@,-—c. M,.0,— cm®, + c.m.0,—cm —— 


c. M, (0, — 9) + c.m( 6, — — 7 *s) 


bzw. unter Benutzung obiger Buchstaben: 
0.83.4, (KT,—KT,) + 0,83(4,—G@) (KT, — TT). 


Diese Formel habe ich seinerzeit in meiner Abhandlung ,,Elektrische Kom- 
pensationskalorimetrie“ in Abderhaldens Handb. d. biolog. Arbeitsmethod., 
Abt. IV, 8. 748, angegeben. Allerdings hat sich daselbst ein Fehler ein- 
geschlichen, indem im letzten Gliede K T, statt KT, gesetzt wurde, dem- 
zufolge ich dort gesagt habe: ,,Wir fiihren diese Berechnung, von einer 
geringen Anderung abgesehen, Shnlich aus, wie sie von Benedict empfohlen 
wird“. Die richtig gestellten Formeln (X) und (XI) unterscheiden sich 
nicht von der, die Benedict z. B. in ,,The influence of inanition on meta- 
bolism“, 8.49 und 50 anwendet. 
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Uber die Reduktionsfahigkeit chemisch reiner Glucuronsaure, 


Von 
Georg Scheff (derzeit in Pécs). 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénig]. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 19. Januar 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


An Bestrebungen, die Glucuronsiure im Harn zu bestimmen und 
dadurch Einblick in manche derzeit so gut wie unbekannte Stadien 
der Kohlehydratverbrennung zu gewinnen, hat es nicht gefehlt, ohne 
jedoch, da8B viel ErsprieBliches erreicht worden wire. Von den ver. 
schiedenen Prinzipien, auf die eine Bestimmung gegriindet werden 
kénnte, kime die Reduktionsfihigkeit der freien Glucuronsaure, ferner 
die bekannte Reaktion mit Phloroglucin in stark salzsaurer Lésung in 
Betracht. 

Csonka' fiihrte Reduktionsbestimmungen an der Benzoylglucuronséure 
mittels der von Benedict vorgeschriebenen Lésungen aus und berechnete 
die Ergebnisse auf Grund der Annahme, da8 die Glucuronséure Kupfer 
im selben Verhiéltnis weniger als Traubenzucker reduziere, als ihr Molekiil 
um 194: 180 gréGer ist, dabei aber wie jener nur eine reduzierende COH. 
Gruppe enthalt. Auf derselben Bahn bewegen sich die Ausfiihrungen von 
Quick* iiber das Verhalten der Mentholglucuronséure in den Reduktions 
proben. 

Wahrend ich in einer friiheren Mitteilung*® die Orcinprobe, aller. 
dings nicht fiir den Harn, sondern bloB fiir die aus dem Harn isolierte 
freie und gepaarte Séure, zu einer spektrophotometrischen Methode 
ausgearbeitet habe, will ich in nachstehendem tiber Versuche berichten, 
in denen ich die Reduktionsfahigkeit chemisch reiner freier Glucuron- 
séure und des mentholglucuronsauren Ammoniums bei verschiedenen 
Konzentrationen bestimmt habe. 


1 Journ. of biol. Chem. 60, 545, 1924. 
2 Ebendaselbst 61, 667, 1924. 
% Diese Zeitschr. 188, 341, 1927. 
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Dabei konnte es auch theoretisch von Interesse sein, festzustellen, 
wie sich das an Zuckern so merkwiirdige Verhaltnis zwischen redu- 
sierendem Prinzip und Reduktionsprodukt an der Glucuronsiure ge- 
staltet ? Ferner ob dieses-Verhaltnis, wie an den Zuckern, auch fiir die 
verschiedenen Konzentrationen jeweils empirisch festgestellt werden 
mu8 oder aber ein stéchiometrisches ist ? 


Das Glucuronséurepréparat, das ich benutzt habe, war dasselbe, 
das mir seinerzeit zu den spektrophotometrischen Versuchen diente, und 
das ich der Giite des Prof. F. Ehrlich verdanke!; das mentholglucuronsaure 
Ammonium aber, das ich an mit Menthol behandelten Kaninchen erhielt, 
war dasselbe wie das, aus dem Prof. Hhrlich die freie Glucuronséure dar- 
gestellt hat. 

Als einer der besten Methoden habe ich mich der Shaffer-Hartmann- 
schen® bedient, die an nicht jedem zugénglicher Stelle mitgeteilt, nach- 
stehend kurz beschrieben werden soll: In ein gréBeres Reagenzglas werden 
je 5eem des Reagens und der zu priifenden Lésung eingefiillt, wobei aber 
letztere in 5 ccm nicht mehr als etwa 0,002 g des Stoffes gelést enthalten 
soll. Das Reagens enthalt 5,0 g kristallisiertes Kupfersulfat, 7,5 g Wein- 
sure, 40,0 g wasserfreies kohlensaures Natrium, 10,0 g Jodkalium, 0,7 g 
jodsaures Kalium und 18,4 g oxalsaures Kalium im Liter. Man versenkt 
das gegen Wasserverdunstung durch Zudecken geschiitzte Reagenzrohr 
in siedendes Wasser, hebt es nach Ablauf der vorgeschriebenen Zeit heraus, 
kiihlt unter der Wasserleitung, versetzt mit 5cem nH,SO, und titriert 
1 Minute spaiter mit einer n/200 Thiosulfatlésung und Starkelésung als 
Indikator. Von diesem Titrationswert wird ein anderer abgezogen, den 
man erhélt, wenn man genau wie soeben beschrieben vorgelit, jedoch 
das Reagens nicht mit 5 ccm der Zuckerlésung, sondern mit 5 ccm destillierten 
Wassers vermischt. Aus dem Unterschied zwischen beiden Werten labt 
sich die Menge des reduzierteri Cu berechnen, indem 1 cem der Thiosulfat- 
lésung 0,318 mg Cu entsprechen; aus dem Cu aber wird der vorhanden 
gewesene Zucker auf Grund der Tabellen berechnet, die von Shaffer und 
Hartmann fiir verschieden langes Erwirmen im Wasserbad angegeben 
wurden. In meinen Versuchen wurde stets 15 Minuten lang erwirmt. 


Ergebnisse der Versuche. 
A. Die Reduktionsfahigkeit der Glucuronsdure. 

Die Ergebnisse meiner Versuche sind in Tabelle I zusammen- 
gestellt, auBerdem auch durch Kurve I in Abb. | dargestellt, in der ich 
die Mengen der in 5cem der Lésung enthaltenen Glucuronsiure auf 
der Abszissenachse, die Mengen des reduzierten Kupfers aber als Ordi- 
naten auftrug. In den Versuchen, in denen nicht freie Glucuronsaure, 
sondern mentholglucuronsaures Ammonium zur Verwendung kam, ist 
dieses auf freie Glucuronsiure umgerechnet, daneben aber zwischen 
Klammern die Menge der tatsichlich verwendeten gepaarten Verbindung 


1 Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 58, Nr. 9, 1925. 
2 Journ. of biol. Chem. 45, 365; 1920/21. 
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Tabelle I. 
(tlucuronséure. 
Guowensiore | 2 =—C i (tsti‘idLCsSCcmrrsicre | tits 
in Seem der Lésung Cu reduziert in 5ccom der Lésung Cu reduziert 
| mg © ,. tore _—« 

0,458 0,270 1,42 (2,55) 2,27 
0,522 0,439 1,44 2,35 
0,577 | 0,559 1,45 2,43 
0,652 0,684 1,54 2,60 
0,722 0,776 1,56 (2,80) 2,57 
0,869 1,12 1,74 2,99 
0,991 (1,78) 1,45 1,93 3,36 
1,09 1,62 1,96 3,50 
1,15 1,75 1,98 (3,56) 3,51 
1,30 2,08 1,99 8,53 

Cu mg 

bs an ay i a eo 

















| , 
| 
| j | 4 | | 
OS OF OF O8 Tf J 15 47 19 37 
Reduzierende Substanz in Scm4-mg 


Abb. 1, 
L Glucuronséure. II. Glucose. III. Arabinose. 


angegeben. In der Abb. 1 sind die an der freien Saiure ausgefiihrten 
Versuche mit kleinen Ringen, die an der gepaarten Verbindung aus- 


gel 


die 
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gefiihrten aber mit schwarzen Quadraten bezeichnet. Wie ersichtlich, 
lassen sich letztere sehr gut zwischen erstere einordnen. 


Den in Tabelle I befindlichen Daten ist zu entnehmen, daB zwischen 
der Menge der Glucuronsiure und des durch sie reduzierten Kupfers 
kein stéchiometrisches Verhaltnis besteht, also die Glucuronsaure sich 
diesbeziiglich wohl wie die verschiedenen Zuckerarten verhalt, dabei 
aber die Abweichung vom stéchiometrischen Verhalten ein anderes 
ist, als wir in den gewoéhnlich gebrauchten Zuckertabellen zu sehen 
gewohnt sind: fiir gewéhnlich wird verhaltnismaBig um so weniger 
Kupfer reduziert, je mehr Zucker vorhanden war, waihrend an der 
Glucuronséure das Entgegengesetate der Fall ist. Dies geht aus nach- 
stehenden Zahlenreihen, die einerseits der Bertrandschen Tabelle fiir 
Glucose entnommen, andererseits aus meinen obigen, an der Glucuron- . 
siure erhaltenen Werten berechnet sind, klar hervor. Denn auf je 
10 mg der reduzierenden Substanz entfallen: 


Nach Bertrand bestimmt: 


oe ee ee ee ee 20,4 mg Cu 
« Bre py A in tly da oa tb Aa ie 20,05,, Cu 
30 ,, ae LS SAM Aone ao ae 19,7 ,, Cu 
40 ,, a AP Ive ee eee 19,4 ,, Cu 


Nach Shaffer und Hartmann bestimmt: : 


bei 0,52 mg Glucuronsfiure .. . . . . 84mg Cu 
1,09 ,, Sa ee RP Nig! aa ek) ea ae 14,9 ,, Cu 
as: tee i ey ee ee 16,9 ,, Cu 
1,96 ,, ap ie Sees 17,9 ,, Cu 


Es fragt sich, worin die Ursache dieses so verschiedenen Verhaltens 
der Glucuronséure und der Glucose gelegen sein mag? Denn es kénnte 
sich a) um einen systematischen Fehler handeln, der mir in den Be- 
stimmungen unterlaufen ist; b) um die Verschiedenheit der beiden 
Molekiilarten; c) um die Verschiedenheit der angewandten Methoden 
(Shaffer-Hartmannsche einerseits, Bertrandsche andererseits) ; d) endlich 
darum, daB die GréBenordnung der von mir verwendeten Menge der 
reduzierenden Substanz eine weit geringere war als in den zum Ver- 
gleich herangezogenen Bertrandschen Versuchen. 


Um dem unter a) angefiihrten Einwand zu begegnen, habe ich 
Bestimmungen nach der Shaffer-Hartmannschen Methode an reinster 
d-Glucose (von Kahlbauwm) ausgefiihrt und in Tabelle I] sowie auch 
in der Abb. 1 sowohl die von Shaffer und Hartmann, wie auch die 
von mir erhaltenen Werte eingetragen. Der Tabelle II, wie auch der 
Kurve II in der Abb. 1 ist zu entnehmen, daB sich meine Werte (in 
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Tabelle 11. 
Glucose. 
} Cu reduziert Cu reduziert 
in e",.. | a eee in —_.. am Sow 
| Hartmann | nach Scheff Lésung Hartmann nach Scheir 

mg } mg mg mm if ing mg 
edt hinges Bans, ae nee es me 
0,33 i 0,6 | _ 091 =| 2,0 - 
0,37 0,7 _ 1,00 | i 2,17 
os9 |; — 0,70 1,00 | 22 nai 
0,40 _ 0,70 1,08 2,4 _— 
041 | os - | _ 1,15 | = 2,61 
0,42 sae 0,78 117 | 2,6 - 
0,45 09 = i a 2,64 
0,50 i — 0,94 1,22 2,77 
0,50 1,0 — 1,25 eS — 
0,54 11 -_ 1,33 30 | 
058 | 1, = 1,42 82 
oo ji -— 1,18 1,49 “.6UftCtéC«C- 
061 | — | 125 151 vs 3,39 
0,62 | 1s | — 1,56 3,6 = 
os | 1,24 1,58 — | 3,72 
0,66 i 1,4 1,63 3,8 - 
070 | 15 | éo 171 40 | 
075 | 16 | os 1,80 42 - 
0,79 i 1,7 _ 1,81 _ 4,23 
0,80 — 1,76 1,89 44 an 
0,81 _ | 1,80 1,98 al 4,74 
0,83 1,8 — 1,98 4,6 
0,87 a 1,94 2. 48 e 
oss | 19 pa tat = 


der Abp. 1 mit kleinen Ringen bezeichnet) mit den Shaffer und Hart. 
mannschen (mit dicken Punkten bezeichnet) gut zu einer annahernd 
Geraden verbinden lassen. Hieraus geht mit Sicherheit hervor, dai 
in meinen nach Shaffer und Hartmann ausgefiihrten Bestimmungen 
kein methodischer Fehler unterlaufen ist. Eine nahere Betrachtung 
der in Tabelle Il angefiihrten Werte ergibt aber noch ein Weiteres 
Berechnen wir auch hier, wie bei der Glucuronsaure, die bei einigen 
von Shaffer und Hartmann selbst verwendeten Zuckerkonzentrationen 
auf je 10mg des reduzierendéen Stoffes entfallenden Cu-Mengen, so 
erhalten wir nachfolgende Zahlen: 


bei 0,07 mg Glucose ....... . . 14,3mg Cu 
» 0,18 ,, pe WS OS we 16,7 ,, Cu 
» 0,33 ,, pe TE ar Bl ay Teil 18,2 ,, Cu 
» 0,50 ,, ee ea ae ee eo 20,0 ,, Cu 
» 1,00 ,, WO? Wipe. ter, Bee Tk 22,0 ., Cu 
» 41,56 ,, et OVERS aS “Aaa 23,1 ,, Cu 
» 2306 ., pets ATF ak ts “FSS 23,3 ., Cu 
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Also besteht die Tatsache, daB bei Anwendung der Shaffer und 
Hartmannschen Methode, im Gegensatz zu anderen Methoden, von der 
Glucose ebenso wie durch die Glucuronsiure verhdlinismadBig um so mehr 
Cu reduziert wird, je gréBer die Konzentration des reduzierenden Stoffes 
ist. Diese Tatsache ist im hohen Grade geeignet, die Richtigkeit meiner 
an der Glucuronsaure erhaltenen analogen Befunde zu rechtfertigen. 
Es fragt sich nur, wie der Gegensatz zu den mit anderen Methoden 
erhaltenen Werten zu erklaren ist. Meines Erachtens liegt ein prin- 
tipieller, im Wesen des Shaffer und Hartmannschen Verfahrens be- 
griindeter Gegensatz nicht vor, denn beim alten Allihnschen Verfahren 
walten analoge Verliltnisse ob. Nachstehend habe ich aus der fiir die 
Glucose ausgearbeiteten Allihn-Meisslschen Tabelle! fiir eine Reihe 
von Zuckerkonzentrationen die auf je 10 mg entfallenden Cu-Werte 
susammengestellt : 


bei 6,lmg Glucose ...... . 164mg Cu 
a erg oer Ae 18,0 ,, Cu 
oo a a ae. eee Ce Oar eae 18,6 ,, Cu 
o mez mies. . dh el coca at eral 19,1 ,, Cu 
oo ee ae eo iad! ebg eae ay eee 19,5 ,, Cu 
» 40,3 ,, ks. Sa Aeneas 19,6 ,, Cu 
a [ae « ore UT el ae 19,6 ,, Cu 
o Sa8-» ane een. RN, Ae 19,6 ,, Cu 
» SD oa ee A Ge i a 19,6 ,, Cu 
» 100,0 ,, Oe ea nd eh eee 19,5 ,, Cu 
ee ae eg ee ae es 19,3 ,, Cu 
» 190,0 ,, a AP ame ee 19,0 ,, Cu 
» 200,3 ,, Pee a as ee a 18,8 ,, Cu 
» ae .  wellinge ae Sete” at Meh 18,5 ,, Cu 


Es wird also, wenn man nach Allihn arbeitet und 6 bis 40 mg 
Glucose verwendet, durch gréBere Zuckermengen verhaltnismaBig mehr 
Cu reduziert ; sind 40 bis 90 mg Glucose vorhanden, so bleibt das Ver- 
haltnis zwischen dieser und dem reduzierten Cu ein konstantes; tiber- 
steigt aber die Menge des Zuckers 90 mg, so wird verhaltnismaSig um 
so weniger Cu reduziert, je mehr Glucose vorhanden war. Handelt 
es sich also um geringere Mengen von Glucose, so verhalt sich das 
Allihknsche Verfahren dem Shaffer und Hartmannschen analog; bei 
groBeren Zuckermengen aber so wie die anderen Reduktionsmethoden. 
Der Konzentrationsbereich, innerhalb desselben eine Analogie zwischen 
den nach Allihn und nach Shaffer und Hartmann erhaltenen Werten 


1 Mitgeteilt bei Zemplén, Kohlehydrate, in Abderhaldens Handb. d. 
biolog. Arbeitsmethod., Abt. 1, Teil 5, Heft 1, 8. 154. 
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besteht, ist allerdings ein sehr verschiedener, woran man sich aber 
nicht stoBen kann. Andererseits besteht eine Analogie auch insofern, 
als in den von Shaffer und Hartmann an der Glucose ausgefiihrien 
Versuchen der Umschlagspunkt wenn auch nicht erreicht, so jedoch 
jedenfalls stark angendhert ist: die auf 10,0 mg Glucose bezogenen 
Werte des reduzierten Kupfers steigen nach der Zusammenstellung 
auf §.99 bis zu 1 mg Glucose stark, von 1 bis 1,56 mg schwacher 
und von 1,56 bis 2,06 mg Glucose nur mehr ganz wenig an, und es 
ist zu erwarten, dab, wenn man iiber die von Shaffer und Hartmann 
verwendeten gréBten Glucosekonzentrationen hinausgeht, auch bei An. 
wendung dieser Methode, wie bei anderen Methoden, durch gréBere 
Zuckermengen verhiltnismaBig weniger Kupfer reduziert wird. Aus 
allem dem geht klar hervor, daB das abweichende Verhalten der Glu. 
curonsaure nicht durch dessen chemische Natur begriindet ist, sondern 
einerseits durch die von mir verwendeten'sehr geringen Konzentrationen 
an reduzierenden Stoffen, andererseits durch die Natur der Shaffer wn 
Hartmannschen Methode selbst. 


B. Reduktionsfahigkeit der Glucuronsdure im Vergleich zu der der Arabinos 
und Glucose. 


Bei den nahen Beziehungen, die zwischen Glucuronséure und 
Pentose bestehen, worauf unter anderem eine Reihe gemeinsamer 
Reaktionen hinweisen, lag es fiir eine vergleichende Bewertung der 
Reduktionsfahigkeit der Glucuronséure auf der Hand, in erster Reihe 
eine Pentose, weiterhin aber auch die Glucose heranzuziehen. Daher 
habe ich an Kahlbawmscher Arabinose eine Reihe von Reduktions- 
bestimmungen, und zwar wieder mit der Shaffer und Hartmannschen 
Methode, vorgenommen. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in 
Tabelle III zusammengestellt, auBerdem auch in der Abb. 1 auf 8S. 98 
wiedergegeben. Der Tabelle III ist zu entnehmen, daB sich bei dieser 





Tabelle III. 
Arabinose. ' 
-_ Arabinose _ Arabinose 
in 5com der Lésung | Cu reduziert in 5cem der Lésung Cu reduziert 
mg mg ; mg | mg 
0,409 0,620 1,29 2,66 
0,416 0,572 1,39 2:83 
0,511 0,859 1,63 3,49 
0,518 0,865 1,73 3,67 
0,690 1,19 1,82 4,05 
0,817 1,49 1,88 3,98 
1,00 ;} . 1,99 1.99 4.33 
1,04 , 2,09 
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Art der Bestimmung die Arabinose genau so verhalt, wie wir es bei 
der Glucuronsféure und bei der Glucose gesehen haben: im Bereich 
der angewendeten Konzentrationen wird durch Arabinose verhiltnis- 
maSig um so mehr Cu reduziert, je mehr Zucker angewendet wurde, 
wahrend bei der Bertrandschen und vielen anderen Bestimmungs- 
methoden das Umgekehrte der Fall ist, wie aus nachstehender Zahlen- 
reihe hervorgeht : 


Auf je 10mg der Arabinose entfallen naémlich : 


mann 
i An. nach Bertrand bestimmt 
Bere bei 10mg Arabinose......... 21,2 mg Cu 
Aus = se Oe ee a ee 20,9 ,, Cu 
Glo. = 3" ee VE re te at a ee 20,7 .. Cu 
oo. Oe iw ae ee Dd ele, seca 20,4 ,, Cu 
der : ie a ete BE phe. dg 20,1 ,, Cu 
onen 
und nach Shaffer-Hartmann bestimmt 
bei 0,511 mg Arabinose. ....... 16,8 mg Cu 
» 1,00 ,, a ere 9! oe 19,9 ,, Cu 
: — ee er ee es re 21,4 ,, Cu 
mon a" ae fee a erte er a Sree eo 21,9 ,, Cu 


Was nun die Reduktionsfahigkeit der Glucuronsiure im Vergleich 
su den beiden Zuckerarten anbelangt, ist der Abb. 1, in der alle Werte 
in dasselbe Koordinatensystem eingetragen sind, ohne weiteres zu ent- 
sihe 2ehmen, daB sie bedeutend geringer ist als die der Arabinose, und 
her om ein Weiteres geringer als die der Glucose. 


ms Zu einem rechnerischen Vergleich der Reduktionsfaihigkeiten 

hen [J eignet sich am besten die am Ende dieser Abhandlung befindliche, 

in j weiter unten zu besprechende Tabelle IV, aus der ich bloB zwei Gruppen 

98 Hi von Werten herausgreifen will: die, die sich auf 1,0 und auf 2,0 mg 

ser [§ des reduzierenden Stoffes beziehen. Ist die eingangs erwahnte Annahme 

von Csonka, wonach die Reduktionsfahigkeit der Glucuronsiure aus 

der der Glucose auf Grund des verschiedenen Molekulargewichts be- 

rechnet werden kann, richtig, so miiBte durch die Glucuronsiure im 

~~ ff Verhaltnis von ~— also um 7,8°%, weniger Cu als durch gleiche 

Mengen von Glucose reduziert werden. Demgegeniiber finden wir, 

da8 durch 2 mg Glucuronsiure um ein Drittel, bei Anwendung von 

Img gar um die Halfte weniger Cu als durch entsprechende Mengen 

der Glucose reduziert wird. Es besteht demnach kein einfacher, aus 

den MolekulargréBen berechenbarer Zusammenhang in der Reduktions- 

jahigkeit der beiden einander doch so nahe verwandten Verbindungen. 

Ebensowenig ist dies der Fall beziiglich der Glucuronsiure und der 
Arabinose, die ja auch strukturell verschieden sind. 
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C. Tabellen zur Umrechnung von Kupfer auf Glucuronsdure, Arabinox 
und Glucose. 
Durch Interpolation der in den Tabellen I, II und III sowie der 
in Abb. 1 enthaltenen Daten erhielt ich nachfolgende, in Tabelle IV 
zusammengestellte Werte; mit ihrer Hilfe lassen sich die nach dem 
Shaffer und Hartmannschen Verfahren erhaltenen Kupferwerte in die 
gesuchte reduzierende Substanz umrechnen. 








Tabelle IV. 
Vom reduzierenden | Cu reduziert 
Stoff in 5ccm Lésung | 
enthalten || durch Glucuronsiure durch Arabinose | durch Glucose 
mg I _ ms 7 | sms mg 
0,5 0,35 0,82 1,00 
0,6 0,57 1,05 1,24 
0,7 0,79 1,28 1,48 
0,8 1,00 1,52 1,72 
0,9 1,22 1,75 1,96 
1,0 | 1,43 1,99 2.20 
1,1 I 1,64 2,23 2,44 
1,2 1,85 -| 2,46 2,68 
1,3 ! 2,07 2.69 | 2,92 
14 2,28 2.92 - 3,16 
1,5 | 2,50 | 3,16 8,40 
1,6 I 2,71 3,39 3,64 
1,7 2,93 3,62 3,88 
1,8 | 8,13 8,85 4,12 
1,9 f 3,34 4,08 4.36 
2.0 i 3,54 431 4,60 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn Prof. 
Paul Hari ausgefiihrt. 
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Uber eine Mikromethode 
zur Bestimmung von Dioxyaceton im Blute. 


Von 
F. Silberstein und F. Rappaport. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie 
der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 20. Januar 1928.) 


Noorden und Isaac weisen in ihrer Monographie ,,Die Zucker- 
krankheit und ihre Behandlung“ darauf hin, daB die gebrauchlichen 
Mikromethoden eine einigermaBen zuverlassige Bestimmung des Dioxy- 
acetons im Blute nicht gestatten. 

Schon im Jahre 1913 haben G. Embden, Schmitz und Wittenberg fest - 
gestellt, daB die beiden Triosen, Glycerinaldehyd und Dioxyaceton, mittels 
der Makromethode von Lehmann-Maquenne auch neben Traubenzucker 
bestimmt werden kénnen. Da sie im Gegensatz zu den Hexosen bekannt- 
lich die Fahigkeit haben, alkalische Kupferlésungen schon in der Kalte 
zu reduzieren, konnten diese Autoren durch Parallelbestimmung der Kalt- 
und Warmreduktion einer gegebenen Fliissigkeit feststellen, erstens, ob und 
wieviel Triosen in derselben vorhanden sind (Kaltreduktion), und zweitens, 
wie groB die Summe von Traubenzucker und Triosen ist (Warmreduktion). 
Die Differenz beider Werte ergibt den Hexosegehalt. Voraussetzung fiir 
die Richtigkeit der gewonnenen Analysenwerte ist jedoch, daB bei der 
Warmbestimmung die Triosen unveréndert in Reaktion treten und daher 
jedes Triosenmolekiil der theoretischen Erwaégung entsprechend reduziert. 
Wahrend — wie schon erwéhnt — Embden und seine Mitarbeiter durchaus 
zufriedenstellende Resultate in ihren Makroversuchen erhielten, stellten 
sich den Mikrobestimmungsversuchen zunichst groBe Schwierigkeiten 
entgegen. 

Zunachst versuchten wir, die Bestimmungen mit sinngemiBen 
Modifikationen der Bangschen Methode durchzufiihren. Dabei zeigte 
sich, daB eine Kaltreduktion durch die praktisch in Betracht kommenden 
Mengen auch bei sehr langem Stehen bei Zimmer- oder Brutschrank- 
temperatur nicht erfolgte. In den fiir Mikrobestimmungen gebrauch- 
lichen Mengen von 0,1 bis 0,2ccm war unter diesen Versuchs- 
bedingungen Reduktion erst nachweisbar, wenn der Dioxyacetongehalt 
der zu untersuchenden Fliissigkeit etwa 1, bis }°% betrug. Noch auf- 


7* 
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fallender aber ist es, dab verdiinnte Dioxyacetonlésungen (0,1 bis 0,3°, 
in den in Betracht kommenden Mengen auch in der Hitze unter dey 
Versuchsbedingungen der Bangmethode nicht reduzierten (z. B. 0,1 com 
einer 0,2 °% Dioxyaceton enthaltenden Lésung ergab bei genauer Fin. 
haltung aller Vorschriften der neueren Bangmethode den Blindwert) 
Steigerte man den Dioxyacetongehalt noch weiter, so trat bei der 
Bestimmung im strémenden Dampfe zwar Reduktion ein, die aber 
schwankende Werte ergab. Diese lagen meist bei 25 °/, der theoretisc! 
erwarteten Menge. Man muB8 also annehmen, daB unter den von Bang 
vorgeschriebenen Bedingungen entweder eine Polymerisation de 
Triosen zu nichtreduzierenden Polysacchariden erfolgt, oder eine Zer 
stérung des labilen Kérpers bzw. eine Umlagerung in nicht reduzierende 
Substanzen. Schon 1898 hat Pinkus gezeigt, daB Dioxyaceton bei 
Behandlung mit Lauge in das nur schwach reduzierende Methylglyoxal 
iibergeht, und spiter hat M. Oppenheimer mitgeteilt, daB schon mabig 
starke Lauge — z. B. Normalnatronlauge — Triosen bereits in der Kite 
in Milchséure umwandelt. Beim Erwirmen wird der ProzeB nicht nur 
beschleunigt, sondern auch jedenfalls insofern intensiviert, daB schon 
geringere Laugenkonzentrationen die Umwandlung bewirken kénnen 


Wiahrend es also nicht méglich war, die Bangmethode fiir die 
Triosenbestimmung nutzbar zu machen, fiihrten die nunmehr zu be- 
sprechenden Versuche! mit der Methode von Hagedorn-Jensen zum 
Ziele. 


Zunichst untersuchten wir, ob Dioxyaceton Ferricyankali in der 
Kalte reduziert und ob die Reaktion bis zu einem konstanten Endpunk' 
.verliuft, so daB sie unter Beibehaltung der Versuchsbedingungen 
jederzeit leicht reproduzierbar ist. Parallel damit wurde untersucht, 











Tabelle I. 
Kaltreduktion* des Ferricyanids durch verschiedene Dioxyacetonmenget 
TT : TT : . 
Choe Traubenracter | _undeert,, | i= Gygengart von Ome 
: verbrauch der 
Thiosulfat- | Ferricyankali- Thiosulfat- 
verbrauch } Differenz lésung verbrauch Differenz 
cm com ccm com ccm 
: - j ] 
1,38 0,56 1,89 133 | 0,56 
0,80 1,09 1,89 0,81 1,08 


1,16 0,73 1,89 1,16 | 0,73 


1 Bei der Ausfiihrung der zahlreichen, miihevollen Analysen, die zu 
Festlegung der optimalen Bedingungen fiir die Bestimmung notwendiz 
waren, wurden wir von Frau Dr. Geré wirkungsvoll unterstiitzt. 

2 Unter Kaltreduktion verstehen wirAufenthalt bei Zimmertemperat w. 
In diesen und den folgenden Versuchen wurde 16 Stunden stehengelassen. 
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ob Traubenzucker unter den gleichen Versuchsbedingungen eine irgend wie 
nachweisbare Reduktion des Ferricyanids in der Kalte erkennen ]aBt. 
Von den zablreichen, stets gleiche Resultate gebenden Analysen ist 
in Tabelle I eine reproduziert : 

Aus diesen Versuchen geht hervor, da8 Dioxyaceton Ferricyankali 
pei Zimmertemperatur reduziert, daB die Reduktion augenscheinlich den 
verwendeten Triosemengen parallel lauft (Verhaltnis derselben in Versuch 1 
und 2 ist 1:2). Gleichzeitig ergibt sich, daB die Gegenwart von Zucker 
selbst in der fiir physiologische Versuche hohen Konzentration von 0,4°, 
die Kaltreduktion nicht beeinfluBt. 

Nachdem durch die erste Versuchsreihe die prinzipielle Méglichkeit 
einer Dioxyaceton-Mikrobestimmung auf Grund der Ferricyankali- 
Kaltreduktion erwiesen war, wurde in einer nachsten Versuchsserie 
untersucht, ob die Reduktionswerte, die bei wechselnden Triosemengen 
gefunden werden, zu diesen Mengen in einem konstanten Verhaltnis 
stehen, so daB sie die Aufstellung eines Berechnungsfaktors erméglichen. 

Hagedorn-J ensen geben fiir ihre Traubenzucker-Mikrobestimmungs- 
methode eine Tabelle an, aus der ersichtlich ist, daB sie bei der HeiB- 
reduktion einen mit steigenden Zuckerwerten steigenden Faktor fanden. 
Bei den in den Analysen in Betracht kommenden mittleren Werten 
entspricht 1 cem n/200 Thiosulfat 0,18 mg Glucose. Da das Molekular- 
gewicht des Dioxyacetons halb so groB ist wie das des Traubenzuckers, 
so wiirde — wenn die Reduktion bei Hexosen und Triosen gleich ver- 
lauft — fiir Triosenbestimmungen 1 ccm Thiosulfatlésung 0,09 mg 
Dioxyaceton entsprechen. In Tabelle II sind einige Beleganalysen 
angefiihrt. 

Aus den Ergebnissen der Versuche, fiir die Tabelle II einige Beleg- 
beispiele gibt, geht hervor, daB die Ferricyankalireduktion durch 
Dioxyaceton konstante Werte gibt, die in einem leicht errechenbaren 
Verhaltnis zu der verwendeten Triosemenge steht. Als Umrechnungs- 
faktor ergibt sich der Mittelwert von 0,09. Es entsprechen also 1 ccm 
n/200 Thiosulfatlésung 0,09 mg Dioxyaceton. 

Um einerseits festzustellen, ob bei den gewahlten Bedingungen 
ein Aufenthalt von etwa 16 Stunden bei Zimmertemperatur geniigt, 
um die Reaktion bis zu Ende ablaufen zu lassen, wurden zwei Parallel- 
serien mit bekannten gleichen Dioxyacetonmengen aufgestellt und 
16 Stunden bei Zimmertemperatur digeriert. Darauf wurde die eine 
Serie titriert, die zweite zunichst den Bestimmungen von Hagedorn- 
Jensen entsprechend 15 Minuten im siedenden Wasserbad erwirmt 
und dann titriert. Diese Untersuchungen muBten wir auch deswegen 
anstellen, weil sie die Voraussetzung der Dioxyacetonbestimmung 
neben Traubenzucker bilden. Tabelle III gibt einige der hierher ge- 
hérenden Analysen wieder. 
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Tabelle II. 
| Thiosulfatverbrauch ee ca analyierenden oe 
Nr . ann * ussigkeit | Umrechnungs. 
4 vditiemene Analyse Differenz “oan faktor 
i} com com com mg 
1 3,03 0,84 2,19 0,2 0,091 
| 8,08 0,83 2.20 0,2 0,0999 
2 | 3,03 1,93 1,10 0,1 0,0909 
3,03 1,91 1,12 0,1 0,0892 
3,03 1,95 1,08 0,1 0,092 
3 3,03 2,45 0,58 0,05 0,862 
3,03 2,46 0,57 0,05 0,0877 
3,03 2,47 0,56 0,05 0,0892 
4 3,03 1,40 1,63 0,15 0,092 
3,03 1,41 1,62 0,15 0,092 
5 3,03 2,75 0,28 0,025 0,0892 
3,03 2,76 0,27 0,025 9,092 
6 2,97 1,42 1,55 0,146 0,0907 
2.97 1,42 155 0,1406 0,097 
7 2,97 1,10 1,87 0,168 0,0898 
2,97 1,08 1,89 0,168 0,089 
Tabelle ILI. 
. Te an aare py, eee si . mn a -Getunden nach Hei6. 
. ° kti i. i 
Nr. Fin wogene Menge aidktien, tunabent r* an die 16 stindige Kalt. 
| exyaceton mg Dioxyaceton digestion, berechnet als 
H mg mg Dioxyaceton 
1 200 197 194,4 
198 194,4 
2 100 99 99 
100,8 96,3 
3 50 52,2 47,7 
- BIB 48.6 
4 25 25,2 25,2 
’ 25,2 
5 150 146,7 141,3 
145,8 139,5 


Durch die in der Tabelle III belegten Versuche ist erstens gezeig!. 
daB ein etwa l6stiindiges Verweilen der Triose in der alkalischen 
Ferricyankalilésung geniigt, um die Reaktion zu Ende ablaufen zu lassen. 
Zweitens aber geht daraus hervor, daB die Erhitzung nach abgelaufencr 
Kaltreduktion keine Verinderung der Analysenwerte gibt, so dal 
zu erwarten war, daB das vorhandene Dioxyaceton eine Zucker- 
bestimmung nicht stéren, daB sich vielmehr bei einer HeiB®reduktion 
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die Dioxyacetonreduktion der Zuckerreduktion addieren wiirde. Um 
dies direkt zu untersuchen, wurde defibriniertes Blut mit und ohne 
)ioxyaceton analysiert. Der Versuch gestaltete sich folgendermaBen: 














: |) Verhrauchte 
: | com Thiosulfat 
|. 0).Leem Blut, enteiwei$t durch 1). Min. langes Kochen im 
Wasserbad nach Hagedorn-Jensen + Ferricyankalilésung in 
a ee ee ee ee 2,88 
2. Dioxyaceton + 0,1 cem Blut, enteiweibt und behandelt wie 
BS ar ae are ASS We BGreg < ta 0,80 
A. Differenz, entsprechend der Dioxyacetonreduktion . . . . 2,08 
. Alkalische Zinklésung (Filtrat wie bei Hagedorn-Jensen-Ana- 
lysen) + Ferricyankalilésung 15 Min. im siedendeu Wasserbad 2.86 
4. Ansatz wie bei Nr. 2, 15 Min. im Wasserbad erhitzt 0,40 
B. Differenz entsprechend der Reduktion durch Blutzucker und 
ee SER <0. oe! gk aan ON ee ee es 2,46 
Davon ab Dioxyacetonreduktion (entsprechend Differenz A) 2,08 
. Auf Blutzucker entfallende Reduktion ......... 0,38 
). var + Ferricyankali in der Hitze wie Nr.3. . . 2,86 
i. 0.Leem Blut behandelt wie Nr. 1, dann in der Hitze reduziert 2,50 
0,36 


D. Dem Blutzucker entsprechende Reduktion. ...... . 


Es ergibt sich also, daB die Differenz im verbrauchten Thiosulfat 
zwischen Hei®- und Kaltreduktion eines Dioxyaceton enthaltenden 
Blutes dem Titrationswert entspricht, der bei der Hagedorn-Jensen- 
Blutzuckerbestimmung ohne Triosezusatz erhalten wurde. (Es erwies 
sich dabei bloB als nétig, die Erhitzungsdauer zur EnteiweiBung auf 
11, Minuten herabzusetzen.) 


Es muB8te nun noch bestimmt werden, ob und eventuell welche 
Veranderungen in den Bestimmungen durch die EnteiweiBung erfolgen. 
Zu diesem Zwecke wurden defibrinierten Blutproben bekannte Triose- 
mengen zugesetzt. Hierauf wurde nach Vorschrift von Hagedorn und 
Jensen enteiweiBt (Kochzeit auf 114 Minuten verkiirzt) und die Filtrate 
der Kaltreduktion unterworfen. Als Kontrollanalysen wurden Dioxy- 
acetonlésungen gleicher Konzentration ohne Blutzusatz untersucht. 
Da die verschiedenen Blutarten eine unterschiedliche, kleine, aber doch 
nachweisbare Kaltreduktion zeigen, wurde als Blindwert der Titrations- 
wert des kalt digerierten Blutfiltrats verwendet. Einige der diesbeztig- 
lichen Versuche sind in Tabelle [V zusammengestellt. 

Es ergibt sich daraus, daB durch EnteiweiBung in der Hitze die 
dioxyacetonhaltige Lésung einen Verlust an reduzierender Wirkung 
erleidet, der in sehr engen Grenzen schwankt. Die Berechnung des 
Dioxyacetongehalts in derartigen Lésungen, die, wie z. B. das Blut, 
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Tabelle IV. 











Dioxyaceton Umrechaungsfaktor, ergebend 





pA... FF verbraucht ccm Thiosulfat Dioxyacetongebalt in mg 
Nr Diexyeooteen - im BI 
: in mg+/o, im Blute mit = a oder 
os com in reiner Lésung nachfolgender _in reiner Lésung aan. 
zur Analyse Enteiweiisung Fliissigkeiten | 
1 80 0.89 0,78 0,0899 0,1026 
0,79 0,1013 
2 160 1,79 1,58 0,0894 0.1013 
1,78 1,59 0,0899 0,1912 
3 215 2,37 2,15 0,0907 0,10 
2.36 2.15 0,091 0,10 


enteiweiBt werden miissen, erfolgt daher, indem man die Differenz 
der bei der Titration der Blind- und Analysenbestimmung verbrauchten 
n/200 Thiosulfatlésung mit dem Faktor 0,1 multipliziert. Es ent. 
spricht je 1 cem n/200 Thiosulfatlésung 0,1 mg Dioxyaceton. Verwendet 
man zur Bestimmung 0,1 ccm der zu analysierenden Fliissigkeit, so 
ergibt die Anzahl der Kubikzentimeter verbrauchter n/200 Thiosulfat- 
lésung mal 100 den Dioxyacetongehalt der Flissigkeit in Milligramm. 
prozenten. 
Zusammenfassung. 


Es wird eine Mikromethode zur Bestimmung von Dioxyaceton 
angegeben. Sie lehnt sich eng an die Mikrozuckerbestimmung nach 
Hagedorn-Jensen an. Sie gestattet selbst kleine Triosemengen neben 
Traubenzucker auch im Blute und anderen eiweiBhaltigen Fliissigkeiten 
zu bestimmen!. 

Literatur. 

1) G. Embden, E. Schmitz und M. Wittenberg, Zeitschr. f. physio! 
Chem. 88, 210, 1913. — 2) H. C. Hagedorn und B. N. Jensen, Diese 
Zeitschr. 185, 46, 1923. — 3) C.v. Noorden und S. Isaac, Die Zucker- 
krankheit und ihre Behandlung. 8. Aufl. Berlin, J. Springer, 1927. 
4) G. Pinkus, Ber. 31, 31, 1898. — 5) M.Oppenheimer, Diese Zeitschr. 
45, 134, 1913. 


1 Die Methode wurde in der nachfolgenden Arbeit von Uchida auf ihre 
Brauchbarkeit und Zuverlassigkeit gepriift. 
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Untersuchungen 
iiber den Einflu8 von Traubenzucker und Dioxyaceton auf 
den Blutzuckerspiegel unter wechselnden Bedingungen. 


Von 
Kensuke Uchida (Saitama, Japan). 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie 
der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 20. Januar 1928.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


Aus den Untersuchungen von Staub, Mosenthal, Clausen und Hiller, 
Hamman und Hirschmann, Mac Lean und Wesselow, Forster, Folin und 
Berglund, Gigon u. a. geht hervor, da® der Effekt von Traubenzucker- 
zufuhr unter anderem abhangig ist von dem vorausgegangenen Er- 
nihrungsregime bzw. von dem momentanen Glykogengehalt der Leber 
und der Aktionsbereitschaft ihrer Fermente?. 

AnlaBlich ihrer Versuche tiber den Kohlehydratstoffwechsel pri- 
kanzeréser Tiere war es Silberstein, Freud und Révész aufgefallen, dab 
sich auch normale Hunde nach Zuckerzufuhr sehr verschieden verhalten. 
Es schien nun interessant, festzustellen, ob sich GesetzmaBigkeiten auf- 
decken lassen zwischen dem vorangegangenen Ernihrungsregime und 
dem Verlauf der Blutzuckerkurven einerseits nach Traubenzucker-, 
andererseits nach Dioxyacetoneinverleibung. Dies um so mehr, als 
nicht nur Jsaak und Adler bei normalen und diabetischen Menschen 
gefunden hatten, daB die Wirkung von Hexose und Triose unter Um- 
sténden sogar eine direkt entgegengesetzte sein kann, sondern auch 
darum, weil in der zuletzt zitierten Untersuchungsreihe Silberstein 
und seinen Mitarbeitern ein derartiger Antagonismus bei Tumor 
tragenden Menschen und Tieren aufgefallen war. Unsere Experimente 


1 In diesem Zusammenhange sei auch auf die erst nach Fertigstellung 
dieser Arbeit erschienene Arbeit L. Pollak: Mechanismus der alimentiren 
Hyperglykaimie hingewiesen. Daselbst eine glinzende Zusammenfassung 
der Literatur sowie eigener Versuche mit kritischer Wiirdigung der Er- 
gebnisse. 
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erstreckten sich aber nicht nur auf gesunde Hunde, sondern auch av 
Tiere, denen mehrere Monate vor Versuchsbeginn der Ductus pancreat icy. 
unterbunden worden, und endlich auf solche, die durch Total. 
exstirpation des Pankreas schwer diabetisch gemacht worden ware 


Methodik. 


Die Hunde wurden einige Tage vor dem Versuch entweder auf ei; 
ausschlieBlich aus Fleisch oder vorwiegend aus Kohlehydraten bestehene. 
Futter gesetzt. Am Versuchstage wurde morgens, 3 Stunden vor de 
ersten Blutentnahme, noch eine kleine Mahlzeit verabreicht. Diese bestar 
bei den mit EiweiB genaéhrten Tieren in etwas Fleisch, bei den mit Koh 
hydrat gefiitterten in einigen Wiirfeln Zucker (ein Wiirfel pro 1 kg Hund 
Gleich nach der Abnahme der ersten Blutprobe, die zur Feststellung «e. 
Blutzuckerniveaus am Beginn des Versuchs diente, wurde den Tieren so vi: 
einer 50% igen Glucoselésung intravendés einverleibt, als 1°/9 ihres Kérpe: 
gewichts entsprach (anfinglich wurde einigemal bloB %°/y9 infundiert 
In anderen Versuchen wurden unter gleichen Bedingungen entsprechen| 
Mengen Dioxyaceton verabreicht. Zu wechselnden Zeiten wurden neuerlic! 
Blutproben zur Zucker-, und in den darauf gerichteten Versuchen auch z 
Dioxyacetonbestimmungen entnommen (Einzelheiten aus den Protokolle: 
und Tabellen ersichtlich). Dioxyaceton wurde mittels der von Silberstei) 
und Rappaport angegebenen Methode bestimmt. Sie beruht auf de: 
Féhigkeit der Triosen, Ferricyanidlésungen in der Kalte zu _ reduzieren 
Die Blutzuckerbestimmung erfolgte teils mittels der neueren Bangmetho«: 
teils nach Hagedorn-Jensen. Bei den pankreasdiabetischen Hunden lieten 
sich die oben erérterten Ernéhrungsregime nicht durchfiihren. Dies 
Tiere wurden bei einer gemischten, aus Fleischbriihe, gehacktem Fleisc! 
und Milch bestehenden Nahrung gehalten, die sie bei zwei Insulininjektione: 
pro Tag gut vertrugen. Sie waren acetonfrei, und ihre Zuckerausscheidung 
bewegte sich ig méBigep Grenzen. Am Tage vor dem Versuch erhielte: 
sie um 6% Uhr abends die tibliche Abend-Insulininjektion und eine hall: 
Stunde spater die letzte Nahrung. Am Versuchstage selbst blieben sie bi. 
nach der letzten Blutentnahme niichtern und ohne Insulin. Die Versucl: 
wurden in den ersten Vormittagsstunden begonnen. 


I. Traubenzuckerinjektionen. 


1. Normale Hunde (vgi. Tabelle 1). 
A. Unter Kohlehydratfitterung. 


Versuch 1. Hund I: 1°/9 Traubenzucker intravenés. Maximalwer' 
erreicht innerhalb 5 Minuten (0,323°%,). Ausgangswert (0,107%) wiede: 
erreicht 70 bis 110 Minuten nach der Injektion. Dann weitere Senkung 
Nach 24 Stunden etwas unterhalb des Ausgangswertes (0,101°,). Dies: 
Differenz gegen den Ausgangswert kann wegen ihrer Geringfiigigkeit niclit 
als Senkung gewertet werden, zumal, da der Hund am Versuchstage doc! 
3 Stunden vor der Blutentnahme etwas Zucker erhalten hatte, wahren 
er am darauffolgenden Tage niichtern (letzte Nahrung am Versuchstag 
um 7 Uhr abends) untersucht wurde. 

Versuch 2. Hund II: 1°/9 Traubenzucker intravenés. Maximalwert 
erreicht innerhalb 5 Minuten (0,278%). Ausgangswert (0,091 °,) wieder 
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erreicht 40 bis 70 Minuten nach der Infusion. Spater neuerlicher mé&Bige: 
Anstieg. Nach 24 Stunden etwa Ausgangswert. 

Versuch 3. Hund IV: 1°/9 Traubenzucker intravenés. Maximalwert 
erreicht innerhalb 5 Minuten (0,308%). Ausgangswert (0,116%) wieder 
erreicht und sogar unterschritten schon innerhalb von 40 Minuten nach 
der Infusion. Bleibt unterhalb desselben, auch noch nach 24 Stunden 
(0,080 %) (vgl. Abb. 1). 


AewnfT | 1 mx | 











Abb. 1 (Versuch 3). 


B. Unter EiweiBernahrung. 


Versuch 4. Hund I: 0,5°/99 Traubenzucker intravenés. Maximalwert 
erreicht innerhalb 5 Minuten (0,20%). Ausgangswert (0,096°%) wird 
vielleicht zwischen 80 und 120 Minuten erreicht (0,120 bzw. 0,14%), dann 
neuerlicher Anstieg. Nach 24 Stunden etwa am Ausgangswert (0,101 °,). 

Versuch 5. Hund I: 1°/9 Traubenzucker intravenés. Maximalwert 
erreicht innerhalb 5 Minuten (0,436%). Ausgangswert (0,121%) wieder 
erreicht zwischen 110 und 150 Minuten. Nach 24 Stunden etwas unterhalb 
des Ausgangswertes (vgl. Abb. 2). 
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Abb. 2 (Versuch 5). 


Versuch 6. Hund II: 0,5°/,, Traubenzucker intravenés. Maximalwert 
erreicht innerhalb 5 Minuten (0,192%). Ausgangswert (0,116%) wieder 
erreicht nach 40 Minuten, dann neuer Anstieg. Nach 24 Stunden etwa 
Ausgangswert. 
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Versuch 7. Hund II: 1°/g Traubenzucker intravenéds. Maximum 
erreicht innerhalb 5 Minuten (0,387%). Ausgangswert (0,114%) wieder 
erreicht nach etwa 200 Minuten. Nach 24 Stunden Wert etwas erhdht 
(0,125 %). 

Versuch 8. Hund IV: 1°/9, Traubenzucker intravenés. Maximalwert 
erreicht innerhalb 5 Minuten (0,332%). Ausgangswert (0,091°%) wieder 
erreicht zwischen 70 und 110 Minuten nach der Infusion. Nach 24 Stunden 
etwas tiber dem Ausgangswert (0,096 %). 


2. Pankreasdiabetische Hunde (vgl. Tabelle I1). 


Versuch 9. Hund III: 5 Tage nach der Operation: 1°/9, Traubenzucker 
intravenéds. Maximalwert erreicht innerhalb 5 Minuten nach der Infusion 
(0.610%). Ausgangswert (0,360°) wird nach 240 Minuten wieder erreicht 
(0,358 % ). 

Versuch 10. Hund V: 1 Woche nach der Operation: 1°/g, Trauben- 
zucker intravenés. Maximalwert erreicht innerhalb der ersten 5 Minuten 
(0,603 %). Ausgangswert (0,285 °%) selbst nach 5 Stunden noch nicht wieder 
erreicht (0,398°%) (vgl. Abb. 3). 
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Abb. 3 (Versuch 10). 





Versuch 11. Hund VI: 12 Tage nach der Operation: 1°/y, Trauben- 
zucker intravenés. Maximalwert erreicht innerhalb 5 Minuten (0,592%). 
Ausgangswert (0,282%) wird innerhalb der ganzen Versuchsdauer 
(5 Stunden) nicht wieder erreicht. Nach 300 Minuten noch 0,344%. 


3. Hunde, denen der oder die Pankreasausfiihrungsgadnge 6 Monate vor den 
Versuchen unterbunden worden waren (vgl. Tabelle III). 


A. Unter Kohlehydratfitterung. 


Versuch 12. Hund VII: 1°/ 9 Traubenzucker intravenés. Maximal- 
wert erreicht innerhalb von 5 Minuten (0,387%). Ausgangswert (0,111%) 
wird zwischen 40 und 70 Minuten nach der Infusion wieder erreicht. Sinkt 
dann weiter und ist nach 24 Stunden etwas unter dem Ausgangswert 
(0,101 %). 
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Versuch 13. Hund VIII: 1°/9, Traubenzucker intravenés. Maximal. 


wert erreicht innerhalb 5 Minuten (0,535%). Ausgangswert (0,145°,) 


wird wieder erreicht zwischen 15 und 40 Minuten nach der Infusion. Sink 
dann weiter und ist noch nach 24 Stunden deutlich unter dem Ausganys. 
wert (0.09%) (vg@l. Abb. 4). 
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Abb. 4 (Versuch 13). Abb. 5 (Versuch 15). 


\ 
B. Unter EiweiBfiitterung. 


Versuch 14. Hund VII: 1°/9 Traubenzucker intravenés. Maxima!- 
wert erreicht innerhalb von 4% Minuten (0,629%). Ausgangswert 
(0,09°%,) wird waéhrend der Versuchsdauer von 150 Minuten nicht wiede: 
erreicht. 


Versuch 15. Hund VIII: 1°/9, Traubenzucker intravenés. Maximal- 
wert (0,645%) erreicht innerhalb 44% Minuten. Ausgangswert (0,117°,) 
wird nach etwa 70 Minuten wieder annéhernd erreicht. Nach 24 Stunden 
Blutzucker weit unter dem Ausgangsniveau bei 0,078, (vgl. Abb. 5). 


Besprechung der Versuche. 


Wenn wir die Ergebnisse der eben angefiihrten Versuchsreihen 
tiberblicken, so kénnen wir zunachst die Angaben der eingangs zitierten 
Autoren bestatigen. Wir fanden auch unter den gewahlten Bedingungen 
eine deutliche Abhangigkeit des Verlaufs der Blutzuckerkurven nach 
Traubenzuckerinjektionen von dem Ernahrungsregime, unter dem die 
Tiere vor dem Versuch gestanden hatten. Diese auBert sich zunichst 
darin, daB die gleichen Hunde — eben je nach dem Futter, das sie 
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in der Vorperiode erhalten hatten — auf die gleiche Zuckermenge 
mit einem verschieden hohen Anstieg des Zuckerspiegels ant worteten. 
Aus technischen Griinden war es gewéhnlich nicht méglich, die erste 
Entnahme friiher als 5 Minuten nach der intravenésen Zuckerinjektion 
vorzunehmen. In den vereinzelten Fallen, in denen zwischen der Ent- 
nahme der beiden Kontrollbestimmungen nach der Infusion ein etwas 
gréBerer Zwischenraum lag (normalerweise 10 bis 15 Sekunden, in den 
erwahnten Versuchen aber 30 bis 45 Sekunden), stimmten die Werte 
der beiden Réhrchen nicht tiberein. Die erst entnommene Probe zeigte 
einen weit tiber den Fehlergrenzen der Methode liegenden, héheren 
Zuckerwert als die zweite. Daraus kann man wohl schlieBen, dab die 
Werte, die wir 5 Minuten nach der intravenésen Zuckereinverleibung 
erhielten, nicht mehr unbedingt das Maximum der Blutzuckererhéhung 
widerspiegeln miissen. Wir haben daher auch in den Protokollen an- 
gegeben: Maximum erreicht innerhalb der ersten 5 Minuten, wobei 
wir es unentschieden lassen, wann es der Fal] ist. Aus ahnlichen 
Uberlegungen haben wir den nach 5 Minuten gefundenen Wert nicht 
schlankweg als ,.Maximalwert‘* angefiihrt, sondern das Wértchen 
.mindestens** dazugesetzt. 

Betrachten wir nun die absoluten Blutzuckererhéhungen, die wir 
5 Minuten nach Injektion von prozentual gleichen Mengen Zuckers 
feststellen konnten, so zeigt sich folgendes: Nach dem kohlehydrat- 
reichen Regime steigt der Blutzucker auf die Infusion bei den Hunden I, 
IL und IV um 216, 187 bzw. 192 mg-%; nach Eiweibfiitterung bei 
den gleichen Tieren um 315, 273 bzw. 241 mg-%. Es zeigt sich also, 
daB dieselben Hunde, wenn sie kohlehydratreich und eiweiBarm ernahrt 
werden, gleich in den ersten Minuten, nachdem der Zucker in die Blut- 
bahn gelangt ist, viel mehr davon aus der Zirkulation zu ziehen ver- 
mégen, als sie es unter einem kohlehydratarmen Regime tun. Ver- 
gleichen wir mit den jetzt besprochenen Werten die bei pankreas- 
diabetischen Hunden gewonnenen, so zeigen die Hunde III, V und VI 
folgende Erhéhungen: 250, 318 bzw. 310 mg-%, also Zahlen ann&hernd 
gleicher GréBe, wie wir sie bei den kohlehydratfrei ernihrten Tieren 
gefunden haben. Diese Ahnlichkeit im Verhalten unmittelbar nach 
der Zuckerinjektion zwischen diabetischen und willkiirlich unter Kohle- 
hydratkarenz gehaltenen gesunden Tieren gewinnt noch an Interesse, 
wenn man das Verhalten der Tiere betrachtet, denen lingere Zeit vor 
dem Versuch die Pankreasausfiihrungsgange unterbunden worden sind. 
Diese Hunde VII und VIII zeigen unter den gleichen Bedingungen 
nach dem kohlehydratreichen Regime Steigerungen um 276 bzw. 
390 mg-%, nach dem kohlehydratarmen um 520 bzw. 510 mg-%,. 
Die Differenz der Wirkung der beiden Erniéhrungstypen ist also bei 
diesen Tieren, bei denen doch eine Uberfunktion des Inselapparats 
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angenommen werden kann, eine besonders eklatante. Auffallend ist 
dabei, daB auch bei diesen zuletzt erwaihnten Tieren die in den ersten 
Minuten aus dem Blute verschwundene Zuckermenge anscheinend be. 
deutend kleiner ist als bei gesunden Tieren. Es handelt sich hierbej 
offenbar um eine Tragheit der Adaptierung an die plétzliche Zucker. 
iiberschwemmung. Damit kommen wir zu einem weiteren Unterschied 
in dem Verhalten der Hunde unter verschiedenen Ernahrungsverhilt. 
nissen nach Einverleibung prozentual gleicher Zuckermengen. Den 
Ausgangswert erreichten die normalen Hunde nach Kohlehydratregime 
wieder nach 70 bis 110, 40 bis 70 bzw. nach 40 Minuten; dieselben 
Hunde unter dem EiweiBregime nach 110 bis 150, 200 bzw. nach 70 
bis 110 Minuten. Die Tiere bringen also, wenn sie an Kohlehydrate 
gewohnt sind, die zugefiihrten Kohlehydrate viel rascher aus der Blut. 
bahn an die Verbrauchs- oder Ablagerungsstaétten wie ohne diesen 
Nahrungstraining. Auch in Hinblick auf die Zeitdauer bis zum Ver. 
schwinden des eingebrachten Zuckers ist nun die Ahnlichkeit zwischen 
den unter Kohlehydratkarenz gehaltenen Tieren und den diabetischen 
eine sehr groBe. Denn von den drei untersuchten Hunden, denen 
das Pankreas entfernt worden war, erreichten zwei wahrend der ganzen 
fiinfstiindigen Versuchsdauer den Anfangswert iiberhaupt nicht, der 
dritte erst nach 4 Stunden. Es mag dabei kein Zufall sein, daB dieser 
dritte Hund schon 5 Tage nach der Entfernung des Pankreas in Versuch 
gestellt wurde, wahrend bei den anderen 8 baw. 12 Tage seit der Ope- 
ration verflossen ware, sich der Ausfall der Bauchspeicheldriise also 
schon in jeder Hinsicht ausgewirkt hatte. Die Tiere mit unterbundenem 
Ausfiihrungsgang erreichten unter Kohlehydratregime den Ausgangs. 
wert wieder nach 40 bis 70 bzw. nach 40 Minuten; bei Kohlehydrat- 
karenz dagegen selbst nach 150 Minuten noch nicht vollstandig. Da 
ihre Blutzuckerwerte aber einerseits in raschem Sturze bald bis nahe 
an den urspriinglichen Wert heruntergegangen sind und andererseits 
Schwankungen nach oben und unten aufwiesen, so mu8 man vielleicht 
die schon vorhin festgestellte Tragheit in der Adaptierung auf die 
plétzliche Zuckerzufuhr in der Hauptsache fiir voriibergehend ansehen 
und daneben noch eine gewisse Labilitat der Blutzuckerregulierung 
annehmen. Wir sehen, daB die an Kohlehydrat gewéhnten Tiere mit 
unterbundenem Ausfihrungsgang nur in den ersten Minuten schlechter 
als die gesunden in bezug auf die Wegschaffung des Zuckers aus der 
Zirkulation reagieren. Schon nach 15 Minuten hat sich das Verhaltnis 
zu ihren Gunsten verschoben. Anders verhalten sich diese Hunde, 
wenn sie kohlehydratarm ernahrt worden sind. Wahrend die gesunden 
Tiere auch bei einem derartigen Ernihrungsregime ihre scharfe Blut- 
zuckerregulation bewahren und in nicht zu langer Zeit demzufolge 
den ihnen adaiquaten Blutzuckerwert wieder erlangen, kénnen die 
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operierten Tiere nicht so rasch den plétzlich gesteigerten Anspriichen 
an ihren Inselapparat oder aber vielleicht in noch héherem MaBe an 
ihre Leber nachkommen. Gerade bei diesen Tieren sieht man also 
den Einflu8 der Ernahrungslage auf die Zuckerverwertung besonders 
deutlich. 

Wir kommen demnach in Ubereinstimmung mit Gigon u.a. zu 
dem Resultat, da8 die auf eine plétzliche Traubenzuckerzufuhr folgende 
Reaktion des Organismus verschieden ist, je nach der Ernahrungslage, 
in der er sich befindet. Das eiweiBreich, aber nahezu kohlehydratfrei 
gefiitterte Tier zeigt dabei ein Verhalten, das an das des pankreas- 
diabetischen erinnert bzw. mit demselben gewisse Ahnlichkeit hat. 
Bei den Tieren mit unterbundenem Ausfihrungsgang kommen die 
Folgen der beiden Ernahrungstypen noch schirfer zur Geltung. AuBer- 
dem ist bei diesen Tieren noch bemerkenswert, daB der Zucker anfanglich 
noch langsamer aus dem Blute verschwindet wie beim Diabetiker, 
daB es dann aber zu einer iiberstiirzten Zuckerabgabe an die Gewebe 


kommt. 
Il. Injektion von Dioxyaceton. 


1. Normale Hunde (vgl. Tabelle IV). 
A. Unter Kohlehydratfiitterung. 


Diese Versuche wurden begonnen, noch ehe uns die von Silberstein 
und Rappaport ausgearbeitete Methode zur Verfiigung stand. In einer 
groBen Reihe von hierher gehérenden Versuchen wurde der Blutzucker 
nach der gewohnlichen Bangschen Methode bestimmt. Wir waren uns dabei 
im klaren, daB wir hierbei die Gesamtmenge der reduzierenden Substanzen 
als Traubenzucker bestimmten. Wir hofften, wenn die Triosenbestimmungs- 
methode ausgearbeitet sei, die auf diese entfallenden Werte von den Zucker- 
titrationswerten abziehen und auf diese Weise zu einer Bestimmung beider 
Zuckerarten gelangen zu kénnen. Es zeigte sich aber sehr bald, da8 beim 
Kochen ein groBer Teil des Dioxyacetons in eine nicht reduzierende Ver- 
bindung iibergeht, daB aber diese Reaktion unter den Bedingungen der 
neueren Bangmethode nicht quantitativ verléuft, sodaB eine unbestimmbare 
Menge Triose mit dem Zucker mitbestimmt werde. Die von uns in diesen 
Versuchen erhaltenen Zahlen waren also lediglich zur Orientierung ver- 
wendbar in dem Sinne, als wir sagen konnten, der Zucker sei in diesen 
Versuchen sicher nicht oberhalb der gefundenen Werte gewesen, sondern 
unterhalb derselben. Wir haben daher in den spiéteren Versuchen nicht 
nur das Dioxyaceton nach der Methode von Silberstein und Rappaport 
bestimmt, sondern auch den Blutzucker nach der Methode von Hagedorn- 
Jensen. Diese Methode gibt bei Gegenwart von Hexose und Triose Re- 
duktionswerte, welche der Summe beider Zuckerarten entsprechen, so da8 
bei bekannter Menge Dioxyaceton die vorhandene Traubenzuckermenge 
leicht feststellbar ist. 





1 Dies gilt unter der Voraussetzung, daB die HeiBreduktion erst nach 
Ablauf der Kaltreduktion (etwa 16 Stunden bei Zimmertemperatur) durch- 
vefiihrt wird. 
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Versuch 16. Hund 1V: 1°/4, Dioxyaceton intravenés. Maximalwert 
an Dioxyaceton innerhalb der ersten 5 Minuten erreicht. Innerhalb der 
30 Sekunden, die zwischen den Abnahmen fiir die erste Doppelbestimmung 
liegen, sinkt der Dioxyacetongehalt von 0,117 auf 0,103%. Nach 40 Minuten 
sind nur 0,007°%, Triose nachweisbar, nach 70 Minuten ist sie vollstandig 
aus dem Blute verschwunden. Der Blutzucker erreicht in diesem Versuch 
das Maximum 5 bis 15 Minuten nach der Injektion. Die Hyperglykémie 
bewegt sich in sehr bescheidenen Grenzen (Héchstwert 0,135°,). Schon 
nach 40 Minuten ist der Ausgangswert beinahe, nach 70 Minuten voll- 
standig wieder erreicht. 


Versuch 17. Hund I: 1°/g99 Dioxyaceton intravenés. Maximaler Di- 
oxyacetonwert innerhalb der ersten 5 Minuten (0,190). Nach 40 Minuten 
auf 0,017°%, abgesunken, nach 70 Minuten iiberhaupt nicht mehr nach- 
weisbar. Blutzucker erreicht das Maximum zwischen 5 und 15 Mi- 
nuten. Héchst gefundener Wert 0,151°,, also auch nicht sehr wesentlich 
erhéht. Schon nach 40 Minuten nahe dem Ausgangswert (0,100°,), nach 
70 Minuten soger unterhalb desselben. Die Depression des Blutzuckers 
schreitet bis zum Ende des Versuchs weiter fort (vgl. Abb. 6). 
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Abb. 6 (Versuch 17). 


B. Bei EiweiBnahrung. 


Versuch 18. Hund IV (in diesem Falle war die Eiweibernaihrung 
nicht eimwandfrei streng durchgefiihrt; der Hund bekam daneben auch 
etwas Kohlehydrate): Das Dioxyaceton- und das Zuckermaximum werden 
beide innerhalb der ersten 5 Minuten erreicht. Dabei ist die Blutzucker- 
steigerung keine nennenswerte (Ausgangswert 0,101°,, Maximalwert 
0.115%), geht auch rasch voriiber, so daB nach 40 Minuten der Ausgangs- 
wert schon unterschritten ist. Auffallend ist, daB es dann im weiteren Ver- 
lauf des Versuchs zu einem — wenn auch nicht sehr hohem — neuerlichen 
Blutzuckeranstieg kam, und zwar zu einer Zeit, da Dioxyaceton, das iibrigens 
schon nach 40 Minuten fast ganz aus dem Blute verschwunden ist, iiberhaupt 
nicht mehr nachweisbar war. 


Versuch 19. Hund I: Maximum von Zucker wie Oxantin schon inner- 
halb der ersten 5 Minuten erreicht. Bereits nach 15 Minuten war Blut- 
zuckerwert unterhalb des Ausgangsniveaus. Das Dioxyaceton war bereits 
nach 40 Minuten nur in Spuren vorhanden. Trotzdem begann um diese 
Zeit ein neuerlicher Anstieg der Blutzuckerkurve, der sich aber in be- 
scheidenen Grenzen bewegte (vg!. Abb. 7). 


Die anderen hierher gehérenden Versuche sollen nicht einzeln repro- 
duziert werden, da die Blutzuckerwerte noch nach der Bangmethode be- 
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stimmt worden sind, daher wegen der Gegenwart von Dioxyaceton nicht 
als zuverlissig zu betrachten sind. Auch aus diesen Versuchen geht abe: 
hervor, da8 fiir die Geschwindigkeit, mit der das Dioxyaceton aus de: 
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Abb. 7 (Versuch 19). 


Zirkulation verschwindet, das vorangehende Ernéhrungsregime kein 
erkennbare Rolle spielt, ebensowenig wie fiir den EinfluB, den Dioxy. 
aceton auf die Blutzuckerkurve ausiibt. 


2. Bei pankreasdiabetischen Hunden (vgl. Tabelle V). 


Versuch 20. Hund VI: 8 Tage nach der Operation: 1°/9) Oxantin 
intravenés. Das Maximum des Oxantinwertes wird in den ersten Minuten 
erreicht und fallt um die Zeit der ersten Bestimmung anscheinend seh 
steil ab. Das kommt darin zum Ausdruck, da8 zwischen den beiden — in 
diesem Falle um 30 Sekunden auseinanderliegenden — Kontrollbestimmungen 
der ersten Entnahme nennenswerte Unterschiede bestehen. Jedenfalls 
lag der 5 Minuten nach der Injektion festgestellte Dioxyacetonwert héher 
als der bei Normaltieren unter gleichen Bedingungen beobachtete. De: 
deutlichste Unterschied liegt aber in der Persistenz des Dioxyacetons im 
Kreislauf. Wahrend bei Normalhunden die Triose schon nach 40 Minuten 
meist nur in Spuren, nach 70 Minuten aber tiberhaupt nicht mehr nach- 
weisbar ist, verschwindet das Oxantin beim diabetischen Hunde wahrend 
der ganzen Versuchsdauer nicht aus dem Blute. Der Triosegehalt geht zwai 
innerhalb der ersten 90 Minuten allméhlich zuriick, halt sich aber dann 
weiter auf einem, wenn auch niederen Niveau. Bemerkenswert ist ferner, 
da8B die Bluthexosensteigerung nach der Trioseninjektion nicht wie beim 
Normalhund nur eine geringe und rasch voriibergehende ist. Es kommt 
vielmehr zu einer deutlichen, durch die ganze Versuchsdauer nachweisbaren 
Hyperglykimie. 


Versuch 21. Hund IX: 10 Tage nach der Operation. Die nach 5 Mi- 
nuten erhobenen Triosenwerte sind nicht besonders hoch. Wenn also in 
dieser Hinsicht der Unterschied gegen die gesunden Hunde nicht so markant 
ist wie in dem letzten Versuch, so ist dies in bezug auf das Verschwinden 
der Triose aus dem Blute in vollem AusmaBe der Fall. Nach 140 Minuten 
entspricht der Kaltreduktionswert noch 0,025 °/), Dioxyaceton, und wahrend 
der ganzen Versuchsdauer von 300 Minuten bleibt immer noch etwas Triose 
im Blute nachweisbar. Auch auf den Hexosegehalt des Blutes hat das 
Dioxyaceton einen nachhaltigen EinfluB. Die Werte gehen zwar nach eine! 
starken initialen Steigerung wieder zuriick — voriibergehend sogar bis 
unter den Ausgangswert. Dann aber steigen sie wieder an und itiberschreiten 
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— trotz Gleichbleibens der geringen Triosenreste im Blute — den Anfanys. 
wert in der vierten Stunde nach der Oxantininfusion um ein Betrachtliches 
(vgl. Abb. 8). 





Dioxyaceton im Blut in Yo——~ 














Abb. 8 (Versuch 21). 


3. Hunde, deren Pankreasausfiihrungsgange unterbunden waren 
(vgl. Tabelle VI). 


A. Unter Kohlehydratfitterung. 


Versuch 22. Hund VIL: 5 Minuten nach der Injektion ist der Triosen. 
gehalt 0,29%, also wesentlich héher nicht nur als bei normalen, sondern 
auch als bei diabetischen Tieren. Auch das Verschwinden der Triose aus 
dem Blute erfolgt relativ iangsam. Nach 40 Minuten sind noch 0,041%,. 
nach 70 Minuten noch 0,009% und selbst nach 110 Minuten sind noch 
kleine, aber doch quantitativ bestimmbare Mengen vorhanden. 


Die Hexosewerte im Blute steigen allméhlich an, gleichzeitig mit dem 
Abfall des Dioxyacetongehalts. Daher schneiden sich die beiden Kurven 
in ihrem Anfangsteile. Die Zuckerkurve erreicht ihr Maximum etwa 
40 Minuten nach der Oxantininfusion. Dann kommt es zu einem allméhlichen 
Absinken des Blutzuckerspiegels, das sogar bis zum folgenden Tage anhilt, 
so da8 24 Stunden nach der Trioseninfusion das Blut weniger Trauben. 
zucker enthalt als am Beginn des Versuchs. 


Versuch 23. Hund VIII.: 1°/g9 Oxantin intravenéds. Der Anfangswert 
an Triose wurde anfangs maSig hoch, bei 0,245% gefunden, aber jedenfal!s 
héher als bei gesunden Hunden. Auch der Abfall der Kaltreduktionskurve 
dauert nicht so lange als in dem eben besprochenen Versuch, wohl abe: 
langer als normal. Nach 40 Minuten sind immerhin noch 0,037% Triose 
nachweisbar, dann aber verschwindet sie. Der Einflu8 auf die Hexosenkurve 
ist ein paradoxer. Zuerst sinkt die Kurve, dann kommt es zu einem vor- 
tibergehenden Anstieg, der sogleich wieder von einem Abfall zum Ausgang;- 
wert gefolgt ist. An diesen schlieBt sich ein neuerlicher allméhlicher Wieder- 
anstieg. der aber auch nur von kurzer Dauer ist und einer langdauernden 
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Senkung Platz macht, die noch am nichsten Tage nachweisbar ist 
(vgl. Abb. 9). 
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Abb. 9 (Versuch 23). 
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B. Bei EiweiBfiitterung. 


Versuch 24. Hund VIL: 1°/ 9, Oxantin intravenés. Der Anfangswert 
an Triose war so hoch, daB er nicht genau bestimmt werden konnte, da zu 
wenig Ferricyankali vorgelegt war. Der Abfall erfolgte auch nur allméhlich. 
Nach 40 Minuten waren noch 0,057°% Dioxyaceton, nach 70 und 150 Mi- 
nuten noch 0,012 bzw. 0,01% im Blute. Die erste nach der Oxantin- 
injektion abgenommene Blutzuckerbestimmung verungliickte, so daB die 
Zuckerkurve unvollstandig ist. Jedenfalls kommt es zu einem allméhlichen 
Anstieg. Nach 40 Minuten wird ein Maximum erreicht, dann sinkt der 
Zuckerspiegel allméhlich zum Ausgangswert zuriick, schwankt zunéchst 
noch etwas und sinkt dann endgiiltig ab, so da am folgenden Tage die 
Werte tiefer liegen wie vor dem Versuch. / 

Versuch 25. Hund VIII: 1°/9 Oxantin intravenés. Der erste Triosen- 
wert, der 5 Minuten nach der Infusion erhoben wurde, lag hoch (0,285 % ). 
Der Abfall erfolgte jedoch in diesem Falle,auffallend rasch. Nach 40 Minuten 
waren bloB noch 0,0095°, nech 70 Minuten war iiberhaupt kein Dioxy- 
aceton mehr nachweisbar. Auch in diesem Versuch fiel die Labilitét 
der Blutzuckerregulation auf. Nach einer rasch voriibergehenden Senkung 
kam es zu einem ebenso fliichtigen Anstieg, der gefolgt war von einem 
neuerlichen kurzen Abfall des Blutzuckers bis unterhalb des Ausgangs- 
niveaus. Die sich hieran anschlieBende neuerliche, sehr maéBige Blutzucker- 
steigerung geht nach kurzer Zeit iiber in eine langanhaltende Senkung des 
Zuckerspiegels, die noch am folgenden Tage nachweisbar ist (vgl. Abb. 10). 
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Betrachten wir nunmehr die Folgen der Dioxyacetoninfusionen, 
und zwar zunachst bei gesunden Hunden. Da fallt die Promptheit 
auf, mit der die Triose aus dem Kreislauf verschwindet. Der Gehalt 
des Blutes an Traubenzucker steigt dabei nur ganz voriibergehend an, 
und auch diese Steigerung halt sich in bescheidenen Grenzen. Das 
vorhergehende Ernahrungsregime spielt — wie aus allen einschlaigigen 
Versuchen hervorgeht — fiir das Schicksal der eingebrachten Triose 
keine Rolle. Daraus folgt, daB die Verwertung des Dioxyacetons im 
Tierkérper nicht unbedingt denselben Beschrankungen unterworfen 
und auf den gleichen Bahnen vor sich gehen miiBte wie die Trauben- 
zuckerassimilation. 

Gerade mit Riicksicht darauf sind die Untersuchungen an pankreas. 
diabetischen Hunden besonders interessant. Diese Tiere verwerten 
auch die Triose schlechter als Normalhunde. Dies zeigt sich meist 
schon darin, da8 der innerhalb der ersten 5 Minuten nach der Injektion 
aus dem Blute verschwindende Teil derselben sehr gering ist, so dai 
die erhaltenen Anfangswerte an Dioxyaceton héher zu liegen pflegen 
als in der Norm. Die schlechtere Verwertbarkeit aber dokumentiert 
sich vor allem darin, daB die Triose wahrend der ganzen Versuchsdauer 
im Blute nachweisbar bleibt. Nur allmahlich sinkt der Dioxyaceton. 
gehalt des Blutes. Auch auf den Hexosenspiegel des Blutes wirkt 
die Triosenzufuhr beim diabetischen Hunde viel starker ein als beim 
normalen. Die Erhéhung der Zuckerwerte ist bedeutender und vor 
allem nachhaltiger bei den kranken als bei den gesunden Tieren. 
Trotzdem mu8 man annehmen, daB auch die pankreasdiabetischen 
Hunde wenigstens einen groBen Teil der zugefiihrten Triose verwerten, 
da es wahrend der ganzen Versuchsdauer weder zu einer vermehrten 
Zuckerausscheidung, noch zu einem Triosenverlust durch den Harn 
gekommen ist. 

Schwer deutbar ist das Verhalten der Hunde, denen der Ductus 
pancreaticus unterbunden worden war. Wahrend der sich unmittelbar 
an die Injektion anschlieBenden Minuten verschwand bei den gesunden 
Tieren ein groBer Teil der infundierten Triose aus dem Blute, bei den 
pankreasdiabetischen war dieser primar verschwindende Teil schon 
geringer, bei den Hunden dieser Serie ist er gleich Null oder wenigstens 
sehr gering. Selbst nach Gewéhnung an kohlehydratreiche Nahrung 
zeigten die Hunde mit unterbundenem Ductus pancreaticus bei den 
ersten Untersuchungen unverhaltnismaBig hohe Triosenwerte im Blute. 
Der weitere Verlauf der Triosenkurve ist bei den verschiedenen Tieren 
kein einheitlicher. Im allgemeinen kann man wohl sagen, daB auch 
das véllige Verschwinden des Dioxyacetons aus der Zirkulation bei 
diesen Hunden viel mehr Zeit beanspruchte als bei gesunden. Der 
Bluthexosengehalt der Tiere mit unterbundenem Ausfiihrungsgang 
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yigt eine bemerkenswert leichte BeeinfluBbarkeit. Diese Regulations- 


ionen, 

ptheit Mlabilitét &uBerte sich nach der Infusion von Oxantin speziell darin, 

tehalt HdaB die Héhe des Blutzuckerspiegels wahrend der ersten Versuchs- 

d an, Bstunden dauernden Schwankungen unterworfen war. Im AnschluB 
Das an diese rasch wechselnde Einstellung kam es im weiteren Verlauf 

gigen §ier Untersuchungen stets zu einer Depression des Zuckerniveaus in 

'riose der Zirkulation, die noch am darauf folgenden Tage nachweisbar war. 


as im Die wichtigsten Ergebnisse dieser Versuchsreihen kann man wie 
orfey Bfolgt zusammenfassen: 
iben- 1. Auch beim Hunde ]4Bt sich ein deutlicher EinfluB des voran- 
gegangenen Ernahrungsregimes auf die Verwertung zugefiihrten Trauben- 
reas. @zuckers nachweisen. Dabei zeigen eiweiBreich und kohlehydratfrei 
erten jernihrte Hunde gewisse Besonderheiten, die — allerdings in quantitativ 
neist @ viel hGherem MaBe — bei Hunden angetroffen werden, die nach Total- 
ction entfernung des Pankreas schwer diabetisch geworden sind. Noch 
dag (jdeutlicher als bei Normalhunden tritt der Einflu8 des vorangegangenen 
legen § Ernéhrungsregimes bei Tieren hervor, denen der Ductus pancreaticus 
tiert Munterbunden worden war. 


auer 2. Im Gegensatz dazu spielt das vorangegangene Ernahrungs- 
ton. regime bei Verwertung eingefiihrter Triosen keine Rolle. 
rirkt 3. Allem Anschein nach kénnen auch Hunde, denen das ganze 


xeim | Pankreas entfernt worden ist und die daher schwer diabetisch sind, 
vor § Dioxyaceton verwerten, allerdings wesentlich weniger gut alg Normal- 
ren. @ tiere. 

shen 4. Bei Tieren, denen vor entsprechend langer Zeit die Ausfiihrungs- 
ten, @gange des Pankreas unterbundeyx worden sind, zeigt sich die leichtere 
rten  Verwertbarkeit der Triosen gegeniiber den Hexosen weniger deutlich. 
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Neues Verfahren 
der Bereitung von Kollodiumréhrchen und Membranen. 


Von 


Th. Huzella. 


(Aus dem anatomisch-biologischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
in Debreczen.) 


( Eingegangen am 28. Januar 1928.) 


Seitdem das Kollodium im Jahre 1855 von Fick zum Zwecke der 
Dialyse empfohlen wurde, findet es in Form von Hiilsen, Réhrchen, 
Membranen oder von mit Kollodium durchtranktem Filtrierpapier 
sowohl in der chemischen, als auch in der biologischen und industrielle 
Technik mannigfache Anwendungen. Neuerlich werden vielfach zwischen 
lebenden Geweben oder in die Leibeshéhle versenkte Kollodium. 
sickchen, Réhrchen oder Kiammerchen als Modelle fiir die in den 
Membranen des Organismus, im Stoffwechsel der Zellen und der Gewebe 
sich abspielenden kolloidchemischen Prozesse angewendet. 


Die Kollodiummembranen werden im allgemeinen zum Zwecke dei 
Dialyse und Ultrafiltration derart bereitet, daB die Lésung von Celloidin 
in Ather— Alkohol oder Eisessig auf eine ebene Flache gegossen, und nach 
der Erstarrung zur Membran, von der Grundfliche abgelést, in Wasse: 
gesetzt wird. Eine soleche Membran ist oft ungleichmaéBig und _rissig. 
Bechhold benutzt ein Filtrierpapiergeriist, andere suchen die GleichmaBigkeit 
der Membranfléche durch Benutzung des WassermaBes zu sichern. Bigelow 
und Gumberling, Carpenter, Risse gieBen die Kollodiumlésung auf eine 
Quecksilberflache. 

Kollodiumsécke und -hiilsen werden durch wiederholtes Eintauchen 
von Reagenzglasern oder anderen gleichméBig weiten GlasgefaBen in 
Kollodiumlésung bereitet und von diesen, nachdem sie in Wasser gesetzt 
wurden, nach Umschneidung des GefaéBrandes abgezogen. Dabei, besonders 
wenn die Hiilse diinnwandig ist, entstehen auch bei groBer Ubung haufig 
Falten und Risse, und eine groBe Zahl der Hiilsen wird unbrauchbar. Um 
diesem Ubelstande vorzubeugen, wurde versucht, das als Modell benutzte 
GefaB mit Paraffin oder Leim zu iiberziehen. Lillie gieBt die Innenfliche 
des GeféBes mit Kollodiumlésung aus und fiillt es nachher mit Wasser. 


Im Laufe meiner experimentellen Untersuchungen beziiglich der 
Entstehung und des Mechanismus der Blutkapillaren erschien es er- 
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winscht, die natirliche BlutgefaBe nachahmenden kiinstlichen Réhrchen, 
welche fiir Gase und gewisse Lésungen durchgangig, fiir Blutzellen 
und Bakterien aber undurchgangig sind, in die Blutbahn einzuschalten 
und zwischen lebenden Geweben auch in Gewebskulturen in die un- 
mittelbare Nahe bestimmter Zellen einzufiihren. Dieser Zweck wurde 
durch das folgende Verfahren erreicht, welches auch fiir die verschieden- 
artigen Zwecke der Dialyse und der Ultrafiltration allgemein brauch- 
bar ist. 

Von den iiblichen Verfahren abweichend, benutze ich Zucker als 
Geriist der Kollodiummembranen, Sacke, Hiilsen oder Réhrchen. Zur 
konzentrierten, mit Wiirfelzucker oder Zuckerhutstiickchen bereiteten 
Rohrzuckerlésung werden zwecks Invertierung des Zuckers einige 
Tropfen von Essigsiure zugesetzt. Die Lésung wird in einem mit 
einem Griff versehenen Topf so lange gekocht, bis auf dem in die Lésung 
und sodann sotort in kaltes Wasser getauchten Holz- oder Glasstab 
eine feste, briichige Zuckerkruste entsteht. Bei kiirzerem Kochen 
bleibt die Lésung auch nach dem Auskihlen klebrig; wenn sie zu lange 
gekocht wird, ist sie bei hherem Grade der Karamelisierung unbrauch- 
bar. Die heiBe, fliissige Zuckerlésung von der geeigneten Konzentration 
wird, je nachdem wir das Geriist fiir Membranen, Hiilsen oder Réhrchen 
wiinschen, in folgender Weise weiter verarbeitet: 

Als Grundlage fiir Kollodiummembranen wird die Zuckerlésung 
in eine flache, vorgewairmte, emaillierte Schiissel gegossen. | Nach der 
Auskiihlung wird die Celloidinlésung auf die erstarrte, spiegelglatte 
Zuckerfliche gegossen. Nach der bei Abdunstung des Athers erfolgten 
Membranbildung wird, je nach dem gewiinschten Grade der Permea- 
bilitat zu bemessender Zeit, Wasser iiber die Membran geschichtet. 
Die in gespanntem Zustande erstarrte, von der Zuckerflache durch 
das Wasser geliste Membran wird dann, nachdem ihr Ather- und 
Alkoholgehalt durch das Wasser ersetzt ist, dem Rande der Schiissel 
entlang mit scharfem Messer abgetrennt und in der gewiinschten Form 
gestanzt. Es ist ratsam, die Membranbildung durch Zudecken der 
Schiissel nach dem AusgieBen der Celloidinlésung zu verlangsamen. 

Geriiste fiir Kollodiumsicke und Hiilsen werden bereitet durch 
Eintauchen gut vorgewarmter Reagenzgliser oder anderer Modelle in 
die heiBe Zuckerlésung. Nachdem die oberflachliche Zuckerschicht 
erstarrt ist, wird das Glas in die Celloidinlésung in iiblicher Weise 
eingetaucht und getrocknet. Nach vollendeter Gelatinierung gleitet 
die Hiilse im Wasser unbehindert vom Glase herunter. 

Zur Bereitung diinner Kollodiumréhrcehen benutze ich ausschlieBlich 
Zuckerfiden ohne Glasgeriist. Diese werden aus der heiBen fliissigen 
Zuckerlésung ausgezogen, indem die Lésung aus dem Topfe oder aus 
einem Léffel in diinnem Strahle gegossen wird. Der wihrend des Aus- 
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kiihlens sich bildende Faden wird langsam und gleichmaBig gezoge) 
und an vorragenden Glasstiben, an offenen Schranktiiren oder der. 
gleichen stellenweise aufgehangt. Je warmer die Zuckerlésung und 
je rascher gezogen wird, um so diinner gestaltet sich der Faden. Dic 
Dicke kann von einer extremen Diinnheit bis zum Durchmesser voy 
einigen Millimetern abgestuft werden. Die dicken und schweren Fade) 
aus der nahe zur Erstarrung ausgekiihlten Zuckerlésung werden iibe: 
Glas- oder Marmorplatten ausgezogen und auf diese gelegt. Die Er- 
starrung erfolgt augenblicklich, und die Zuckerstaébe kénnen von der 
Unterlage leicht entfernt werden. Mit einiger Ubung gelingt es, an 
den Zuckerfiden rosenkranzartige, kolben- oder trichterférmige Ver. 
dickungen hervorzurufen. Die in beliebiger Lange — 10 m und mehr 
ausgezogenen Zuckerfiden oder kiirzere Stiicke derselben werden dure}, 
die Celloidinlésung gezogen und dadurch mit Celloidin gleichmabig 
iiberzogen. Es ist am zweckmaBigsten, den Zuckerfaden in einer flachen 
Schiissel oder an einer Glas- oder Porzellanplatte, mit einem Stiick 
Glasréhrchen beschwert, unterzutauchen und gleichmaBig zu ziehen 
Wenn der Faden lang ist, kann ihn ein Gehilfe weiterbeférdern. Dix 
den Zuckerfaden benetzende Kollodiumschicht ist je nach der Dicke 
der Lésung nach einigen Sekunden oder Minuten erstarrt und wird 
je nach dem gewiinschten Grade der Permeabilitaét sofort oder erst 
nach kurzer Zeit in Wasser getaucht. Darin, besonders wenn das Wasser 
warm ist, wird der die Lichtung der Kollodiumréhrenen ausfiillende 
Zucker in kurzer Zeit gelést. Auf diese Weise gelingt es, Kollodium. 
réhrchen mit gleichmaBiger Wanddicke und Lichtung herzustellen 
Wenn wir Réhrchen mit Verdickungen an den Riandern haben wollen 
kénnen solche durch nachtragliches Anbringen eines Tropfens von 
Celloidinlésung und durch Drehen wahrend der Erstarrung erzeugt 
werden. Wenn es gewiinscht wird, daB die Wand des Réhrchens nur 
an einer umschriebenen Stelle permeabel sein soll, wird es an jener 
Stelle mit Wasser benetzt, waihrend der iibrige Teil bis zur vollstandigen 
Verdunstung des Athergehalts an der Luft getrocknet wird. 

Die Kollodiumréhrchen, selbst soleche von der Dicke eines Zwirn- 
fadens, mit kapillarer Lichtung sind sehr widerstandsfahig und kénnen 
ohne zu reiBen, mit der Nadel durch Gewebe und GefaBwande gezogen 
werden. Die Kollodiumréhrchen kénnen ohne Nachteil in Wasser 
gekocht und sterilisiert, die diinnen langen auch auf Spulen gewickelt 
werden. Ihre unbegrenzte Aufbewahrung erfolgt am besten in ge- 
kochtem oder destilliertem Wasser, um Ansammlung von Luftblasen 
zu verhindern. Die Zusetzung einiger Tropfen von Chloroform ver- 
hindert die Pilzbildung. 

Die Durchlassigkeit der Kollodiummembranen bzw. ihre Poren- 
weite kann, wie durch die Untersuchungen von Malfitano, Nelson wud 
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Morgan, Brown, Walpole, Risse, Liesegang und anderen bekannt ist, ge- 
regelt werden. Die Durchlissigkeit wachst mit dem Wassergehalt der 
(Celloidinlésung (bis zu 10%), mit dem Alkoholgehalt des Alkohol- 
Athergemisches (bis zu 3:1) und mit abnehmender Konzentration der 
Celloidinlésung (2 bis 8°). Mit zunehmender Durchlassigkeit werden 
die Membranen und Réhrchen briichiger. Die Permeabilitat wird durch 
Zunahme der Wanddicke nicht wesentlich beeinfluBt. Der Umstand 
hingegen, ob die Membran wahrend der Gelbildung kiirzer oder langer 
an der Luft trocknet, ist von groBer Bedeutung. Je kiirzer die Luft- 
trocknung, um so durchlassiger wird die Membran. Nach Liesegang 
wird die Permeabilitat durch Trocknen in gespanntem Zustande ge- 
steigert. Michaelis behauptet, daB die Membran, nachdem sie einmal 
mit Wasser in Beriihrung gekommen ist, ihre Permeabilitat nicht mehr 
indert. 

Durch Beachtung des Gesagten kénnen wir unsere Kollodium- 
membranen, Hiilsen oder Réhrchen impermeabel oder mit fiir Wasser, 
Zucker und verschiedene EiweiBarten abgestufter Durchlassigkeit an- 
fertigen. 
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Uber ferricyanometrische Mikromethoden in ‘der Blutanalyse, 


Von 


L. Flatow (Miinchen). 
(Eingegangen am 26. Januar 1928.) 


Eine friiher von mir beschriebene Methode, Ferricyankalium 
titrimetrisch mit Indigosulfosiuren zu bestimmen, hat sich zur Be. 
stimmung zahlreicher Blutbestandteile bewahrt, die durch rotes Blut. 
laugensalz eine Oxydation erfahren. Diese sind: Harnsiure- 
Glutathion und Thiasin—Blutzucker. Da man aber auch Cystein 
besonders gut mit Ferricyankalium bestimmen kann, so bietet sich auf 
Grund der schénen Arbeiten Warburgs hier auch ein sehr einfaches 
Verfahren, Kupfer- und Eisengehalt des Serums durch die katalytische 
Oxydationsbeschleunigung zu ermitteln, welche diese Metalle 2y- 
gesetzten Mengen Cysteins erteilen. 

Zur Technik der direkten Ferricyanometrie — wie ich diese Methode 

nennen méchte — sei folgendes hervorgehoben: Die Titrationen er. 
folgen mit héchst verdiinnten Lésungen, deren Konzentration im 
einzelnen noch angegeben wird, aber rund zwischen n/400 und n/1000 
Ferricyankalium liegt, wahrend die Indigolésungen noch etwa fiinfmal 
verdiinnter gewahlt werden. Letztere wertet man grundsitzlich fiir 
jede Bestimmung zuvor aus und titriert bei diffusem Tageslicht oder 
bei ,,Reinlicht“. Man setzt der zu titrierenden Fliissigkeit die Hilfte 
ihres Volumens 25 %,iger Pottaschelésung hinzu und betrachtet den aus 
Gelb iiber farblos in Blaulich tibergehenden Umschlag am besten in 
der Langsdurchsicht des der Titration dienenden Reagenzglases. [er 
Umschlag muB8 scharf zwischen 2 Tropfen eintreten und entspriclit 
dem Verbrauch von zwei Molekiilen Ferricyankalium auf ein Molekiil 
der Indigoverbindung. Man mu8 daraus wohl schlieBen, daB zunachst 
ein Derivat des Dehydroindigos entsteht. Erhebliche Mengen von 
Sauren darf die zu titrierende Fliissigkeit nicht enthalten haben, da 
eine Abschwachung der Alkaleszenz durch Bildung gréBerer Mengen 
Bicarbonat den Farbumschlag triage werden l46t. Aus dem gleichen 
Grunde und weil Mischfarben den Umschlag sonst undeutlich machen. 
darf man auch nicht mit héher konzentrierten Titerfliissigkeiten arbeit en. 
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Harnsdéure. Uber die Bestimmung der Harnsiure wurde friiher 
berichtet (1). Sie vollzieht sich bei Verwendung frischen himoglobin- 
freien Serums direkt am EnteiweiBungsfiltrat. | Ferricyankalium- 
konzentration, 0,3914°/,,ige Lésung. 0,1. cem Verbrauch entspricht 
‘oo mg Harnsiure. Die Einwirkung erfolgt augenblicklich in der 
Kalte. Stérende Substanzen fehlen im Serum; klare, wenig gefarbte 
Seren liefern sogar ohne vorherige EnteiweiBung brauchbare Resultate. 


Im Serum gesunder, gemischt ernihrter Personen ist nach meiner 
Methode ein auffallend konstanter Harnsiuregehalt von 4,0 mg-% 
vorhanden (+ 0,2 mg-%). Die Bestimmung im frischen Serum sollte die 
Methode der Wahl sein. Im Vollblut, wo wegen gleich zu erwihnender 
stérender Substanzen eine Silberfallung der Harnsiure erforderlich 
wird, findet ein Verlust von 10% statt. Derselbe Verlust ergibt sich 
bei Verwendung reiner Harnséurelésungen bei der Silberfillung. 


Thiasin und Glutathion. Wie schon friiher mitgeteilt, fihrt eine 
direkte Titration mit Ferricyankalium von VollblutenteiweiBungs- 
filtraten zu Werten, die 10 bis 17 mg-°%% Harnsaure entsprechen wiirden. 
Dieses Verhalten ist durch die Anwesenheit zweier Substanzen hervor- 
gerufen, die in carbonatalkalischer Lésung durch Luftsauerstoff ihr 
Reduktionsvermégen einbiBen. 

Benedict, Newton und Behre (2) haben eine von diesen Substanzen in 
reichlicher Menge isoliert und ihre Eigenschaften beschrieben, Newton, 
Benedict und Dakin(3) haben alsdann ihre Konstitution aufgeklart und die 
runéchst ,, Thiasin“* beaannte Substanz els identisch mit dem im Mutterkorn 
vorkommenden ,,Ergothionein’* nachgewiesen. Sie ist ein geschwefeltes 
Histidinbetain. 

Wahrend aber die genannten Autoren geneigt sind, ausschlieBlich 
diese Verbindung fiir die zu hohen Werte an Harnsiure verantwortlich 
zu machen (die eben auch die Folinsche Methode im Vollblut falschlich 
ergibt), fand Holden (4) auch ,,Glutathion* in den EnteiweiBungsfiltraten 
des Vollblutes und identifizierte es durch Mischschmelzpunkt. Glutathion 
aber muB analog dem Cystein mindestens mit Ferricyankalium, sehr 
wahrscheinlich aber auch mit Phosphorwolframsaure reagieren, so daB 
die beiden Sulfhydrylverbindungen Ursache an dem erhéhten Reduktions- 
vermégen des Vollbluts sind. Glutathion aber bildet ebenso wie Thiasin 
ein schwer lésliches Silbersalz. Diese Silbersalze fallen, wie die ameri- 
kanischen Autoren fanden, aus den nach Folin-Wu enteiweiften Blut- 
filtraten nur unvollkommen aus. Engt man jedoch ,,Koagulations- 
filtrate‘ auf das Doppelte ihres Blutvolumens ein, so entsteht eine 
reichliche Silberfallung, die nach Benedict, Newton und Behre alle 
Substanzen quantitativ enthalten soll, die Phosphorwolframsaure 
blauen. Ich fand jedoch, daB dabei nur etwa 66°, derjenigen Ver- 
bindungen ausfallen, die Ferricyankalium in der Kalte reduzieren 
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und ich glaube, daB die Angabe der genannten Autoren irrtiimlich ist, 
weil die kolorimetrische Bestimmung tiberhaupt unberechenbare 
Fehler in sich schlieBt. Benedict, Newton und Behre geben das selbst 
zu, wenn sie als sehr sonderbar darauf hinweisen, daB oft die aus den 
Silberfallungen sich ergebenden kolorimetrischen Werte héher sind 
als jene des urspriinglichen EnteiweiBungsfiltrats, aus dem die Silber- 
salze gefallt worden waren. 

Engt man jedoch die Filtrate vor dem Zusatz tberschiissigey 
Silberlactats auf etwa die Hdlfte des verwendeten Blutvolumens ein, 
so ist tatsaéchlich — auch ferricyanometrisch — die Silberfallung an. 
genihert quantitativ. Sie schlieBt dann auch Glutathion ein, und 
letzteres 14Bt sich nach Zerlegung des Niederschlags mit Salzsiure 
besonders dann gut mit Nitroprussidnatrium nachweisen, wenn man 
an Stelle der Natronlauge Ammoniak verwendet. Die Farbung is! 
dann prachtvoll violett und nicht so verginglich. Nach den Ent- 
deckern des Thiasins gibt aber dieses keine Nitroprussidreaktio 
Aus der Struktur des Thiasins ergibt sich ferner, daB es mangels einer 
freien Aminogruppe nach van Slyke nicht mit Nitrit reagieren kann 
und Benedict, Newton und Behre bestitigen das. Ebenso kann es im 
Gegensatz zum Glutathion nicht mit Naphthochinonsulfosdure reagiere1, 
und hier bot sich mir ein einfacher Weg durch kolorimetrische 
Bestimmung (nach Zerlegung des Silberniederschlags) den Amino- 
stickstoff und somit das Glutathion unabhangig vom Thiasin zu er- 
mitteln. 

Die Technik der Bestimmung von Thiasin und Glutathion sei an einem 
Beispiel erlautert : ’ 

10,0cem mit Spritze entnommenen menschlichen Blutes wurden i 
90 cem n/200 Essigséure eingetragen'. Die in einem Erlenmeyerkélbchen 
befindliche Mischung wurde in siedendem Wasserbad bis zur vollstandige: 
Koagulation erhitzt. Das Filtrat hiervon war etwas triibe und leicht gefir!t 
Seine Menge betrug 75 ccm. Dazu wurden, um vollige EiweiBfreiheit zu e 
reichen, 3,7 ccm einer 1,65° igen Uranylacetatlésung gegossen. (Manchma! 
muB8 man noch eine Spur Phosphat hinzufiigen, um filtrierbare Flockungen 
zu erhalten.) Dann erfolgte erneute Filtration. Sie ergab 76,0 cem Filtrat 
entsprechend rund 72 cem zehnfach verdiinnten Blutes. 2,1 cem dieses 
Filtrats, entprechend 0,2cem Blut, wurden mit 0,4cem 0,3194° oige! 
Ferricyankaliumlésung und mit 2 cem Pottasche versetzt, der Ferricyani:- 
tiberschuB zuriicktitriert. Der Gehalt an ,,scheinbarer‘* Harnsaéure wa: 
16,0 mg-%, weil 0,32cem Ferricyankalium verbraucht worden waren. 

Nun wurden die restlichen 74 ccm Filtrat, entsprechend 7,0 ccm Blut. 
nach Zusatz von 0,5 cem n/10 HCl im Kélbchen aus Jenaer Glas auf Asbest- 
drahtgeflecht iiber freier Flamme bis zu etwa 4ccm eingedampft. Nac! 
Uberfiihrung in ein Zentrifugierglas wurden noch 0,5cem n/10 NaOH 


' Aus reinstem Eisessig bereitet! — Auch die EnteiweiBung nach 
Folin.Wu fiihrt zu richtigen Werten, sofern zuerst die */, n Schwefelsaure, 
dann das Natriumwolframat der Blutverdiinnung zugesetzt werden. 
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zugesetzt und das Ganze mit etwa 3ccem Silberlactat gefallt. Die Silber- 
lactatlésung war 10°,ig und enthielt in 100 cem 5cem 85°, iger Milchséure 
und 5cem 10°,iger Natronlauge. Die entstehende Fallung enthalt neben 
Chlorsilber Silberurat, Thiasinsilber und Glutathionsilber. Der Niederschlag 
wird scharf abzentrifugiert und die dariiberstehende Fliissigkeit darauf 
gepriift, ob sie noch einen reichlichen UberschuB Silber enthalt. Ist dieses 
der Fall, so wird sie fortgegossen und der im Zentrifugierglas verbliebene 
Niederschlag nach Folin zur Herauslésung der Harnséure zunéchst mit 
2cem 10°%iger Kochsalzlésung (in n/l0 HCl) aufgeschiittelt und mit 
weiteren LOcem Wasser sofort versetzt. Nach nochmaligem Durchschiitteln 
wird der Niederschlag, der noch das Thiasin und Glutathion enthaélt, ab- 
zentrifugiert und in einem aliquoten Teil der dariiber stehenden Fliissigkeit 


die Harnséure bestimmt. Der Harnséuregehalt entsprach 2,9 mg-% 
(wechselnde Mengen Harnséure werden beim Eindampfen scheinbar zer- 
stort). 


Der mit NaCl/HCl extrahierte, im Spitzglase verbliebene Nieder- 
schlag wird durch nur einen Tropfen konzentrierter Salzséure beim Er- 
warmen im Wasserbad in 3 Minuten quantitativ zerlegt. (Kontrollversuch 
durch Titration in Thiosulfatlésung, siehe meine zitierte Arbeit.) Darauf 
wird das Zentrifugenglas mit etwa 5ccm Wasser beschickt, letzteres mit 
dem Niederschlag durchgeschiittelt, der Niederschlag abzentrifugiert und 
der abgegossene Inhalt auf 7,0 cem (= dem Blutvolumen) aufgefiillt. 

Diese 7,0 cem enthalten nun mehr Thiasin und Glutathion in schwach 
salzsaurer Lésung. 5,0 cem dienten zur Bestimmung des Aminostickstoffs 
nach Folin. Er wurde zu 1,1 mg-°, ermittelt. Das entspricht, umgerechnet 
auf Glutathion (Molekulargewicht 250), 18,2 mg-°,. 

0,5 com dienten nach Zusatz von 1,0 cem Ferricyankalium jind 1,5 cem 
Pottasche der Titration des ,,Harnséureiquivalents; das ist diejenige 
Zahl, welche die Milligrammprozente an Harnséure angibt, welche eine 
ebenso starke Reduktion des Ferricyankaliums bewirken wiirden. Es wurder, 
genau 0,55 cem Ferricyankalium verbraucht, d. h. das Harnséureéquivalent 
war 11,0 mg-®%. Um aus diesem Aquivalent die Menge Thiasin zu berechnen, 
welche vorlag, mu8 die von mir mangels reiner Substanz nicht experimentell 
bewiesene Voraussetzung gemacht werden, dali ebenso wie das von mir im 
Modellversuch gepriifte Cystein auch das Glutathion und Thiasin durch 
die Ferricyanidoxydation in die bimolekulare Disulfidform tibergehen. 

Unter dieser Voraussetzung ergibt sich, daB 1,0 mg Harnséure gegen- 
iiber Ferricyanid dieselbe Reduktionswirkung ausiiben wiirde wie 2,73 mg 
Thiasin oder wie 2,98 mg Glutathion. 

Da mit Hilfe der Aminostickstoffbestimmung die Anwesenheit von 


18,2 mg-°%, Glutathion festgestellt wurde, diese Menge aber me Harn- 
siure = 6,2 mg entspricht, so bleiben fiir Thiasin noch 11,0 — 6,2 

4,8 mg-°,, ,,Harnséure aquivalent™ tibrig, das bedeutet 4,8 x 2,73 mg-% 
Thiasin = 13,1 mg-%. 

Durch die Eindampfung des Filtrats und durch die Silberfallung ver- 
loren gegangen sind 2,1 mg-% an reduzierenden Substanzen, ausgedriickt 
in Harnséure; davon diirfte 1 mg-°%, auf Harnséure zu beziehen sein. 

Die vorstehende Berechnung wiirde allerdings dann fehlerhaft sein, 
wenn nennenswerte Mengen Glutathion in der oxydierten Form im Blute 
vorkémen, weil dieses, wie mir Prof. Hopkins auf meine Anfrage freundlichst 
mitteilte, auch durch Silber fallbar ware, den Aminostickstoff erhéhen 
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wiirde, ohne jedoch Ferricyankalium zu reduzieren. Das ist jedoch kaw), 
wahrscheinlich, da Tunnicliffe fiir die iibrigen Organe fand, daB fast al) 
Glutathion in der Sulfhydrylform vorhanden ist'. 

Blutzucker. Fiir die ferricyanometrische Bestimmung des Blut 
zuckers haben Hagedorn und Jensen (5) eine sehr exakte Methode ge. 
schaffen, bei der eine gemessene iiberschiissige Ferricyankaliummeny: 
nach erfolgter Oxydation bei Siedehitze jodometrisch zuriicktitrier 
wird. Tabellenablesung unter Zugrundelegung der verbrauchten An. 
zahl Kubikzentimeter an Thiosulfat ergibt den Zuckerwert. 

Meine Methode bestimmt mit gleicher Genauigkeit den Verbraw/ 
an Ferricyankalium direkt und mit Hilfe der entsprechend umgestaltet «), 
Tabelle genannter Autoren den Blutzucker. Eine friiher anderen Ortes 
veréffentlichte approximative Methode, welche fiir den klinische: 
Gebrauch die Tabelle vermeiden wollte, habe ich wegen ihrer Un 
genauigkeit gerade im Gebiete der normalen Blutzuckerwerte wieder 
verlassen. 

Der EnteiweiBungsmodus nach Hagedorn und Jensen muBte fiir 
meine Zwecke so umgestaltet werden, daB im EnteiweiBungsfiltra 
kein ZinkiiberschuB mehr vorhanden war, we'l die entstehenden Nieder. 
schlage den Farbenumschlag undeutlich machen. Die Entzinkung 
voliziehe ich mit Natriumwolframat. 

In ein graduiertes Reagenzglas werden je leem n/l0 NaOH 
und 2,5%ige Zinksulfatlésung hineinpipettiert. Dann werden 0,1 ccm 
mit Kapillarpipette entnommenen Blutes in diese Mischung eingeblase), 
Durch kurze Erhitzung im Wasserbad erfolgt groBflockige Koagulation 
(Abkiihlung). Darauf fiigt man etwa 10 Tropfen 10°%ige Natrium. 
wolframatlésung hinzu, fiillt auf 10 ccm Gesamtvolumen auf, schiittel: 
durch und filtriert durch ein trockenes Filter 5cem (entsprechend 
0,05 ccm Blut) in ein weites Reagenzglas. Es werden nun 2,00 ccm 
einer 0,825°/ igen Ferricyankaliumlésung (n/400) hinzugegeben, sowie 
0,1 ccm einer kaltgesattigten Natriumcarbonatlésung. Um die Spontan- 
reduktion nach Hagedorn und Jensens Vorgang zu bestimmen, wird 
ein mit den gleichen Reagenzien in gleichen Mengen, aber ohne Blut- 
zusatz angesetzter Blindversuch dem Hauptversuch parallel geschaltet 
Beide Glaser werden in einem gemeinsamen siedenden Wasserbad 
15 Minuten erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird unverziiglich titriert 

Neutrale Ferricyankaliumlésungen sind in brauner Flasche titer- 
fest. Alle GlasgefaBe werden erstmalig mit Salzsiure, dann mit Natron. 
lauge, schlieBlich mit Wasser gereinigt. Spater geniigt Reinigung mit 
Wasser, sofern die Glaser stets dem gleichen Zwecke vorbehalten 
bleiben. 


1 Tunniclifje, The occurrence and quantitative estimation of glutathion 
in Tissues. Biochem. Journ. 19, Nr. 2, 1925. 
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Titration und Berechnung. Die noch mit 3ccm Pottaschelésung 
versetzten Proben werden zu der Bestimmung der restverbliebenen 
Ferricyankaliummenge bis zur dauernden Blaufarbung mit Indigo- 
jésung (von einer willkiirlichen Konzentration zwischen 0,1 und 0,15 g 
indigoschwefelsaurem Natron oder Indigocarmin auf 1000ccm de- 
stillierten Wassers) titriert. Diese Lésungen werden durch Zusatz von 
0.3% Natriumfluorid antiseptisch und haltbar. 


Die Berechnung hat die verbrauchte Anzahl Kubikzentimeter 
Ferricyankalium zu ermitteln und durch Benutzung nachstehender 
Tabelle daraus den Zuckerwert. Der Verbrauch V berechnet sich nach 
der Forme! 

, »¢ 4A—B 
Ty «= 2. an 

Darin bedeutet A die Zahl Kubikzentimeter Indige, welche bis zum 
Farbenumschlag bei Titration von 2,0ccm der nicht erhitzten Ferri- 
cyankaliumlésung verbraucht wurden. 8B ist der Indigoverbrauch im 
Versuch. Nach Ermittlung des Tabellenwertes an Zucker ist von diesem 
noch der analog errechnete Blindwert abzuziehen. 





v | o és: Wi A he rs he 
0,0 | 0,000 0,002 0,003 | 0,005 0,007 0,008 0,010 | 0,012 | 0,014 0,015 
0.1 | 0.017 0,019 | 0,029 | 0,022 0,024 0,025 0.027 | 0,029 0,081 0,082 
0.2 0,084 0,036 0.038 | 0.039 0,041 0,043 | 0,045 | 0,047 | 0,048 0,050 
0,3 0,052 0,054 | 0,056 | 0,057 | 0,059 0,061 | 0,063 | 0,065 | 0,066 0,068 
0,070 0,972 | 0,074 | 0,075 | 0,077. 0,979 | 0,081 | 0,083 | 0,084 0,086 
0,088 0,099 | 0,092 | 0,094 | 0,095 0,097 0,099 | 0,101 | 0,102 | 0,104 
0,110 | 0,111 | 0,113 0,115 | 0,117 | 0,119 0.120 0.122 
126 | 0,127 | 0.129 | 0.131 0,182 | 0.134 | 0.136 | 0,188 | 0.139 
0.141 0,143 | 0.145 | 0.146 | 0,148 0,150 |.0,152 | 0,154 | 0,155 0,157 
0,159 0,161 | 0,163 | 0,164 | 0,166 0,168 0,170 | 0,172 | 0,173 0,175 
0,177 0,179 | 0,181 | 0,182 | 0,184 0,186 | 0,188 | 0.190 | 0.191 0.198 
0, 0,202 0,294 | 0,206 | 0,208 | 0,299 0,211 
0,213 0,215 | 0,217 | 0,219 0,221 0,222 0.224 0,226 | 0,228 0,230 

‘ 0,247 0,249 
264 | 0,266 0,268 
.284 | 0,286 0,288 
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0,396 0.308 
0,327 0,329 
848 | 0,350 0,352 
376 | 0,879 0.882 
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| 0.355 0,358 | 0.361 0/364 | 0.367 0,370 | 0,373 


Kupferbestimmung. O. Warburg (6) (7) hat in seinen neuesten Ar- 
beiten das Vorkommen von 1 bis 3 mg Kupfer pro Liter Blutserum 
bewiesen. Seine schéne Methode griindet sich auf die von ihm fest- 
gestellte Tatsache, daB Cystein durch Luftsauerstoff nur bei Gegenwart 
bestimmter Schwermetalle oxydiert wird, und daB diese innerhalb 
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bestimmter Grenzen proportional ihrer Menge den Oxydationsvorgany 
beschleunigen. Von den im Blutserum vorkommenden Schwermetalley 
ist Eisen und Mangan durch Zusatz des zugleich puffernden Natrium. 
pyrophosphats unwirksam zu machen, wahrend die  katalytische 
Kupferwirkung ungehemmt bleibt. Warburgs Methode ist gasometrisch. 
Er bestimmt in einem luftgefiillten manometrisch verschlossenen Gefil 
den Sauerstoffschwund, den die Oxydation von Cystein bewirkt. 

Mein nachfolgend beschriebenes ferricyanometrisches Verfahren 
welches den Vorzug bietet, daB eine spezielle Apparatur nicht bendtigt 
wird, miBt den Cysteinschwund einer Lésung von vorher titriertem 
Gehalt durch Feststellung der noch vorhandenen Cysteinmenge nach; 
einem geeigneten Zeitintervall. 

Die Methode bietet keine Schwierigkeiten. Die Glaser und die. 
jenigen Reagenzréhrchen, in denen sich die katalytische Oxydation voll- 
zieht, miissen natiirlich vollkommen kupferfrei sein. Fiir die Titrations. 
flissigkeiten gilt diese Forderung nicht. Das zum Umkristallisieren des 
Pyrophosphats, zur Puffer- und Cysteinlésung, sowie der Herstellung 
der Salzsiureverdiinnungen benutzte Wasser, ebenso wie das Spiil- 
wasser fiir die GefaBe darf kein gewéhnliches destilliertes Wasser sein 
Ich fand in einer Probe einmal 0,3 mg Kupfer pro Liter destillierten 
Wassers, was rechnerisch einen Fehler von 1000 bis 2000°%, bedingen 
wiirde. Man verwendet das speziell fiir Akkumulatorenanlagen ge- 
brauchte kupferfreie destillierte Wasser'. Mit diesem wurden dic 
optimalen Warburgschen Versuchsbedingungen erreicht. 

Die Versuchsanordnung folgt im Prinzip der Warburgschen 
An Stelle der drei ManometergefaBe bedarf es lediglich dreier Reagenz- 
glaser aus Jenaer Glas, durch deren gleich zu erwirmenden Inhait mit 
Hilfe je einer Kapillare Luft hindurchgepreBt wird. 

Reagenzglas A enthalt: 2,0 cem Warburgscher Pyrophosphatmischung 
sowie 0,2 ccm n/100 HCI. 

Reagenzglas B enthilt: 2,0cem Pyrophosphat + 0,1 ccm Mischung 
aus gleichen Teilen Serum mit n/5 HCl + 0,lcem n/100 HCl. 

Reagenzglas C enthailt: 2,0cem Pyrophosphat, 0.lccem Serum. 
mischung — wie in B —, sowie 0,lcem Cu-Lésung 1. 10—* mg Kupfer 
(in n/100 HCl) enthaltend. 

Nunmehr wird die Zeit markiert und allen drei Glasern eine gleiche 
Menge Cysteinchlorhydrat in wasseriger Lésung hinzugefiigt. Auf dic 
absolute Menge kommt es nicht an. Hat man z. B. 59,1 mg Cystein- 
chlorhydrat in 8,0ccm Wasser gelést und von dieser Lésung jedem 
Glaschen 0,8 ccm hinzugefiigt, so wiirde im Beginn des Versuchs der 
zehnte Teil des Gesamtinhalts eines jeden Glaschens 1,50 ccm meiner 


1 Anlage der Akkumulatorenfabrik Hagen. 
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fir die Zuckerbestimmung verwendeten Ferricyankaliumlésung redu- 
zieren. Besser bestimmt man aber den Reduktionswert der verwendeten 
(Cysteinlésung fiir 0,08 ccm im voraus. Nunmehr entnimmt man alle 
10 Minuten mit einer Pipette 0,3cem der Fliissigkeit aus jedem der 
Glischen (= 7/,, ihres Inhalts) und tragt sie in Reagenzglaser ein, die 
vorher mit der anfangs berechneten Menge Ferricyankalium sowie 
Soda beschickt sind. Wenn man jetzt mit Indigolésung den Ferri- 
cyankaliumiiberschu8 zuriicktitriert, so ist in den drei Glasern der 
Verbrauch an Blaulésung direkt dem katalytischen Effekt und damit 
dem Kupfergehalt proportional. Die Formel: 
Fon, see 
C—B 
ergibt dann den Cu-Gehalt des Serums, wenn A, B, C die in den drei 
Versuchen in adaiquaten Zeiten verbrauchten Indigomengen bedeuten. 
Eisenbestimmungen habe ich bisher nicht durchgefiihrt. Sie lieBen 
sich analog vornehmen. 


Zusammenfassung. 
Es lieB sich zeigen, daB die direkte Ferricyanometrie weitgehender 
Anwendung fahig ist und in der Blutanalyse die Bestimmung von 
Harnsiure, Zucker, Glutathion und Thiasin sowie von Kupfer (und 


Eisen) gestattet. / 
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Beitrige zur Kolloidchemie der Himoglobine. I. 


Ve al 
Br. Jirgensons. 


(Aus dem Dispersoidologischen Laboratorium der Lettlindischen Universitat 
in Riga.) 


(Eingegangen am 26. Januar 1928.) 


1. Einflu8 organischer Stoffe auf das Spektrum des Himoglobins. 


Die vorliegende Abhandlung ist als Fortsetzung der Arbeiten 
»Die Koagulation des Haimoglobins in Gegenwart von Alkoholen‘! 
und ,,Die Koagulation des Himoglobins in Gegenwart von organischen 
Stoffen“**® anzusehen. Die betreffenden Probleme wurden dort von 
einem rein kolloidchemischen Standpunkt bearbeitet und diskutiert 
Es wurde unter anderem versucht, die Stabilisation, die im Falle der 
Koagulation mit groBen Salzkonzentrationen in Gegenwart groBer 
Mengen organischer Stoffe zu beobachten ist, als einen Peptisations- 
vorgang zu erkliren; die organischen Stoffe erméglichen und _ be- 
giinstigen die Peptisation, wobei deren Wirkung mit der Erniedrigung 
der Dielektrizitétskonstante des Mediums und mit der Erhéhung seiner 
Viskositaét in Zusammenhang steht. Auch die sensibilisierende Wirkung 
der organischen Stoffe wurde rein kolloidchemisch betrachtet. Doch 
solch eine Betrachtung kénnte man als einseitig ansehen, denn auBerdem 
mdégen auch chemische Umwandlungen eintreten und einen Einflu8 
ausiiben. Man kénnte sogar von einer Zersetzung des Hamoglobins, 
z. B. im Falle der Stabilisation mit groBen Mengen von Salzen und 
organischer Stoffe, sprechen. Um das klarzustellen, wurden die folgenden 
spektroskopischen Untersuchungen ausgefihrt. 


Experimenteller Teil. 


Die Hamoglobinlésungen wurden wie vorher (1. c.) bereitet. In diesen 
Untersuchungen wurde hauptséchlich das Hamoglobin in lamell. von 
E. Merck benutzt, dessen Lésung fast dieselben Spektren, wie das friiher 


1 Br. Jirgensons, Kolloid-Zeitschr. 41, 331, 1927; 42, 59, 1927; 44, 76, 
1928. 
2 Derselbe, diese Zeitschr. 198, 109, 1928. 
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verwendete Mercksche Hamoglobin pulv. hatte. Auch die Koagulations- 
gemische wurden ebenso wie friiher zusammengesetzt. Die spektro- 
skopischen Beobachtungen wurden mit einem C. Zeissschen Spektroskop 
a vision directe (kleine Dispersion) mit Skala ausgefiihrt. Die Skala wurde 
vorher auf die Na-D-Linie eingestellt und kontrolliert. Als Lichtquelle 
diente eine elektrische Gliihlampe. 


Bei den folgenden Beobachtungen des Spektrums der Gemische 
wurden nun nicht nur die Absorptionsstreifen, sondern auch die Absorptions- 
grenze der kurzwelligen Strahlen beobachtet. Die kurzwelligen Strahlen 
werden von den dispersoiden Teilchen mehr absorbiert, als die langwelligen. 
Das Spektrum einer kolloiden Lésung erscheint deshalb am violetten Ende 
dunkel. Es ist auch bekannt, daB mit Zunahme der GréBe der Teilchen 
das Absorptionsmaximum sich nach Rot verschiebt. Im Falle der Ko- 
agulation erscheint also nicht nur der violette, sondern auch der blaue 
und sehlieBlich auch der griine usw. Teil des Spektrums dunkel'. Von der 
Lage der Absorptionsgrenze kann man also auf die GréBe der Teilchen 
schlieBen. Es ist selbstverstandlich, daB die Grenze auch von der Anfangs- 
konzentration der dispersoiden Teilchen abhangig ist: in gréBerer Kon- 
zentration liegt die Absorptionsgrenze mehr nach Rot, als in kleinerer. 
Aus demselben Grunde, im Falle der Sedimentierung der Flocken, ver- 
schiebt sich die Grenze zuriick nach Violett. 

Zuerst wurde das Spektrum der reinen 0,33- und 0,66°,igen Hamo- 
globinlésungen bestimmt. Bei 0,333°% igen Lésungen konnte man vier 
Absorptionsbanden beobachten, und zwar: 

Pas csc es Oe eee ea ee eee 
i » ate ow coi oo og a I ge 
MN. ww we et tt ww ow A BT , SOS yp 
oo > A 629 ,, 639 nu 


Die Angaben sind Mittelwerte aus vielen Beobachtungen. Genauigkeit 
+ 1 bis 2 wp. 

Bei 0,66°%,igem Hamoglobin wurden nur die letzten drei Banden 
(11, III und IV) beobachtet. Die Absorptionsgrenze kurzwelliger Strahlen 
liegt im ersten Falle bei 465 uu, im letzten bei etwa 480 uu. Die Beob- 
achtungen der ersten Bande (1) werden durch die starke Absorption dieser 
Strahlen erschwert. Die Absorptionsgrenzen wurden stets mit vollstandig 
geéffnetem Spalt ausgefiihrt. 


Aus diesen Beobachtungen kann man den Schlu®8 ziehen, da®B das 
hier verwendete Hamoglobin ein Gemisch von Oxy- und Methaimoglobin 
ist*. Nach der Reduktion mit (NH,),8 konnte man ein typisches Spektrum 
des reduzierten Hamoglobins erhalten: mit einer breiten dunklen, zwischen 
525 und 585 wu liegenden Bande. Nimmt man (NH,),§ sehr viel, so kommt 
eine Zersetzung zustande, wobei das Spektrum des Haémochromogens zu 


1 Auf Grund dieser GesetzmaBigkeit kann man mit Hilfe eines einfachen 
Spektroskops mit Skala die Geschwindigkeit der Koagulation messen. 
Siehe dariiber Br. Jirgensons, Kolloid-Zeitschr. 44, Heft 3, 1928. 

2 Das Spektrum des Merckschen Haémoglobins in lamell. unterschied 
sich von dem Haémoglobin pulv. dadurch, daB die vierte Bande im letzten 
Falle schwacher war als im ersten. 
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beobachten ist (sehr dunkle Bande bei 550 bis 565 wu und ein bedeutend 
hellerer Streifen bei 520 bis 535 uy). 

Es wurden nun die Veraénderungen beobachtet, die das Spektrum des 
Hamoglobins in Gegenwart von organischen Stoffen erleidet. Die Resultate 
sind in den tolgenden Tabellen niedergelegt. 


Aus den Tabellen I und II ist zu ersehen, dab die verwendeten organ; 
schen Stoffe auf das Spektrum des Hémoglobins sehr eindeutig einwirken 
In Gegenwart der genannten Stoffe kommt zuerst eine Schwachung und dann 
ein vélliges Verschwinden der vierten Bande (in Rot bei 629 bis 639 n») 
zustande. Auch die anderen Banden erleiden eine Veraénderung: Sie werden 
etwas dunkler und breiter und verschieben sich (besonders die dritte Bande) 
merklich nach Violett. Vergleicht man die Einwirkung verschiedene; 
Alkohole, so sieht man, daB die GréBe der betreffenden spektralen Ver 
anderungen mit dem Molekulargewicht der Alkohole in direkter Beziehung 
steht. 


Tabelle I. 


5cem 2°% iges Hamoglobin + 9cem H,O + | cem organischer Stoff. 





H,O Ather Essigester Amylalkohol| Aceton Isopropylalkoho! 


| 528—548 525—550 525—550 520—550 525—548  525— 548 
575—585 565—582 560—582 560—580 570—584) 570—5s4 
630—640 |630—640 ? 629—638 ? 629—639| 629—639 


Absorptic ns-| 
banden au 





Tabelle 11. 


5cem 2°, iges Haémoglobin + 10 cem Alkohol. 





H,O CH,OH | C,HsOH C,H; OH+iso 


485 495 500 505 Absorptionsgrenze, “« 
Nach | _ _— — — Koagulation 
2 Min, ) 080-549 525—550 520—550 520—550 | 
os | 575—585 | 560—582  560—580 560—577 \Absorptionsbanden, «« 
630 —640 
{ 485 498 505 580 Absorptionsgrenze, “« 
Nach _ + (+)+ (+)++ = Koagulation 
24 Std. | 525—550 525—550 | bso Se 
ebenso 562—580 563—582 oe 


Aus den Tabellen III bis V ist zu ersehen, daB KCl und MgCl, keinen 
EinfluB auf die Lage der Absorptionsbanden haben. In Gegenwart von 
diesen Salzen hat Isopropylalkohol denselben EinfluB auf die Streifen. 
wie in Abwesenheit derselben. C,H,OH und Aceton wirken in Gegenwart 
von MgCl, ebenso wie Isopropylalkohol. 


Weiter wurden noch Harnstoff und Pyridin verwendet. Der kapilla: 
inaktive Harnstoff verandert das Spektrum erst nach langerem Einwirken. 
Jedoch 24 Stunden nach Hinzufiigung des Harnstoffs kann man dieselben 
Veréinderungen beobachten, wie z. B. bei Hinzufiigung von Alkoholen 
gleich nach der Vermischung. Auf die Koagulation wirkt Harnstot/ 
stabilisierend, besonders dann, wenn die Flockung mit groBen Salzkonzen- 
trationen ausgefiihrt wird. 
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Pyridin verindert das Spektrum des Haémoglobins noch starker, aber 
in demselben Sinne, wie die Alkohole und andere kapillaraktive Stoffe. 
in kleinen Mengen angewandt, wirkt er auf die Koagulation sensibilisierend, 
n gréBeren Konzentrationen (33 Vol.-°,) und im Falle der Koagulation 
mit hohen MgCl,-Konzentrationen dagegen stabilisierend. 


Auch in Gegenwart des Harnstoffs, sowie des Pyridins, ist die Ver- 
«whiebung der Absorptionsbanden unabhéngig von der Salzkonzentration. 


T abe lle Til. 


lsopropylalkohol KCl. 





5ccm 2°/ iges Hamoglobin 











Z e | _—_—_—__—_—____—__ $$$ - 
————y 5ccom gesatt KC] 5ccmgesitt.KCl 5ccmIsopropyl- 
Cemisches | Fr fo sopropyl alkohol 
alkohol 5 . H,O 
| 480 49) 490 Absorptionsgrenze, «« 
ae _ (+) — Koagulation 
BE 525347 522-5B0 BB 
_— | 570—582 560—580 560—580 | Absorptionsbanden, «« 
630—640 
Nack | 490 496 490 Absorptionsgrenze, “« 
*) Mit + na (+) Koagulation 
7 oe ebenseo ebenso ebenso Absorptionsbanden, “« 
om f 590 560 495 Absorptionsgrenze, “ 
” i ++++4+4 +--+ + Koagulation 
— ebenso Absorptionsbanden, mu 
| 
Tabelle IV. 
lsopropylalkohol + MgCl,. 
S5com 2°/9iges Hiamoglobin 
Zusammens 1 com MgCl, | 1 com MgCly 
setzung des 1 com MgCl, mol 2 mol. 
Gemisches | 10ccmH,0 2mol. 3 . Isopros|8 . Isopro- 
9. H,O pylalkohol | pylalkohol | 
6com H,O | 1 com H,O 
480 500 600 480 Absorptionsgrenze, “« 
Nact | _ (+)+ Flocken — Koagulation 
2 Min, | 530-550", 530—550 525—550 
5 in. | 572—585 | 575—585 562—580 |Absorptionsbanden, «« 
628—638 | 630—649 
590 590 Absorptionsgrenze, «« 
Nach +++++ Flocken, nn - : 
10 Min. | ebenso Niedersch!. ebenso j Koagulation 
| ebenso Absorptionsbanden, «« 
550 500 505 Absorptionsgrenze, «“ 
: | Flocken, fast vollst. +4 Koagulation 
a te | ebenso | Niederschl. Koagulat. 
™ Hl jebenso, nur 530—550 Absorptionsbanden, ““ 
|schwacher 565—585 ~~ ebenso TT ‘ ms 
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Tabelle V. Spektrum des 0,33°,igen Hamoglobins in Gegenwart von Is 
propylalkohol und Salzen nach 2 Minuten. 





2.5ccm 2°/oiges Hamoglobin 





Zusammen: My 1,0 com Mg Cl 25 —_ M Cl. 
setzung des . He ous L KCl 25 ccm n KCI | 0,05 nok _— on 
Gemisches | 12.5ccm H,O % = Inopror 50 Isoproe 7,5 cm laopros 75 = lsopro 
| lalkoho 
6.5 com H,O mm | 4Peem HyO | 25cea H,0 
Absorptions- | 
grenze, “uu 465 500 470 500 470 
Koagulation ! — (+)4++4+ ao +++4 — 
| 495—510(?) 565—582 565—582 565—582 
Absorptions-}) 530—550 520—550 525—550 525—550  565—582 
banden, wu ) 575—585 525—550 
630—640 490—505(? 


Tabelle VI. Uarnstoff + MgCl.,. 





5ccm 2°/oiges Himoglobin 
5ccm 50 °/oige 5ecm 50 °/oige 
Harnstofflésung Harnstofflésung 











Gemisch — ree 
rnst 
| tonto Scom bso 7-7 é =a 
— — — Koagulation 
Nacl | 480 480 480 Absorptionsgrenze, “« 
2 Min. ) 230-550 528—549 528—550 
” : 575—585 572—585 573—584 | Abeorptionsbanden mu 
630—640 630—638 628—638 
— (+)+++ — Koagulation 
Nach | 490 505 485 || Absorptionsgrenze, 4 
24 Std. | 530—550 530—550 528—548 | I or 
565—580 565—580 565—580 !: ee 
Tabelle Vil. Pyridin und MgCl,. 
4 
\ , Scom 20),iges Hamoglobin | 
: lcem 2mol. | 
Gemisch | 4: | 5cem 2mol. | 5ccm 2mol. 
| SecmPyridin | MgCl MgCl, | Me Cl 
|e (5. HO |} = Fyedm!s | pyridin 
| — — Flocken | — | Koagulation 
Nech 480 490 600 | 480 | Absorptionsgrenze, 1. 
9 Min. )| 020-542 | 539—550 | 520-542 |) 
mn. |) 555—572 | 575—585 | 555—572 |! Absorptionsbanden, 
| | 630—640 H 
| | | 
— Flocken, fast vollst. | _ || Koagulation 
| Niederschl. Koagulat. | \ 
Nach Jj) 490 | 510 480 | Absorptionsgrenze, 
24 Std. )) 520—542 | 5380—548 520—544 | 


| 557—572 | 575—585 555—572 | atsorptionsbanden, 7 
! 629—639 
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2, EinfluB organischer Stoffe auf die Hitzekoagulation und das Spektrum 
des Himoglobins. 


Die Reagensgliser mit den Koagulationsgemischen wurden in ein 
Wasserbad gestellt und die Temperatur des Bades allméhlich erhéht. Die 
spektroskopischen Beobachtungen wurden nach je 3 bis 5 bis 10 Minuten 
ausgefiihrt. Der ganze Versuch dauerte nicht langer als 15 bis 30 Minuten, 
wobei die Temperatur bis 50 bis 95° erhéht wurde. Die Konzentration des 
Hamoglobins in diesen Versuchen war immer 0,66%ig. Die Resultate 
ind in den Tabellen VIII bis XVI niedergelegt. 

Aus den Tabellen VIII bis X ist zu ersehen, daB8 die Temperatur- 
erhdhung ebenso die Koagulation begiinstigt wie der Zusatz organischer 
stoffe. Reines Hiimoglobin koaguliert bei 55 bis 59°; dabei verschwindet 
lie Absorptionsbande in Rot, die Banden in Gelbgriin und Griin werden 
junkler und breiter und verschieben sich etwas nach Violett. Warme 
wirkt also auf das Spektrum des Oxy- + Methiémoglobins ebenso ein wie 
rganische Stoffe. 


Tabelle VIII. 


0,66 °%,iges Hamoglobin. 





- inn Absorptions- . 
a Te ba Temperatur Koagulation grenze Rhempeeeahenae 
erhéhung un uu 
- Zimmertemp. — 485 528-549, 575-585, 630-640 
5 Minuten 35° 485 528-549, 575-585, 630-640 
10 - 45 — 485 528-549, 575-585, 630-640 
15 . 55 485 528-549, 575-585, 630-640 
18 -. 59 + 505 527-550, 560-575 
20 “ 65 + 580 
% | 75 +44 590 | 


Tabelle IX. 


Hamoglobin + MgCl, 1,33 Mol im Liter des Koagulationsgemischs. 





i i Absorptions+ , 
om Te a Tempétratur Koagulation grenze Abeseptionsbenden 
erhohung uu uu 
— Zimmertemp. —- 485 525-550, 575-585, 630-640 
5 Minuten 32° 500 525-550, 575-585, 630-640 
10 - 40 (+)4 5 525-550, 575-585, 630-640 
15 - 50 Flocken 600 


Tabelle X. 


Hamoglobin + KCl 0,66 Mol im Liter des Koagulationsgemisches. 





Zeit i | Absorptions- , 
= = — Temperatur Koagulation grenze Meugtenentee 
erhéhung | uu uu 
— Zimmertemp. — 490 527-550, 575-585, 629-639 
5 Minuten 32° 509 527-550, 575-585, 629-639 
10) . 40 +4 540 527-550, 575-585, 629-639 
b y 50 +++++ 600 
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Tabelle XI. 
5cem 2% iges Haémoglobin + 5ccm Isopropylalkohol + 5cem H,O 
ZctuechBegee|  —Cti(‘(iéz«= | Absorptionss aes 
der Tem a Temperatur | Koagulation grenze Mangtentientee 
erbohung uu uu 
_ Zimmertemp. — 500 530—550, 565—580 
5 Minuten 35° 510 525—550, 565—580 (heide 
sehr dunkel) 
10 - 5) 510 539—550, 565—580 (heller 
als vorher) 
20 ~ 77 — 490 525-545, 570-580, 595-615 


(alle sehr schwach sichtb.) 
Tabelle XII. 
5 ccm 2% iges Hamoglobin + 5 cem Isopropylalkchol + 5 cem 2mol. Mg(', 














Zeit nach Bosi Absorptions. 
fo ee Temperatur Koagulation grenze af ee 
erhéhung uu uu 
— Zimmertemp. _— 499 527—550, 560—580 (starke 
Absorption) 
6 Minnten 38° — 495 527—540, 560—580 
10 - 50 500 527—54C, 565—575 (helle 
Banden) 
17 " 60 500 535-540, 575-585, 600-1120 
(alle schwach) 
20 . 80 500 595—615 
Tabelle XIII. 
5ecem 2% iges Hamoglobin + 5cem Aceton + 5cem H,O. 
Zeit sh i ae i Absorptic nS "a eae? 
der SS Temperatur Koagulation grenze Absospticasbendre 
erhénung uu uu 
_ Zimmertemp. — 500 | 527—550, 565--585 (dunkel 
und zusammenflieBend ) 
5 Minuten 35° — 500 527—550, 565—585 (dunkel 
und zusammenfliebend ) 
10 - 50 500 527—550, 565—580 (heller 
als wben) 
4 20 ™ 70 - ; 800 527—550, 570—580 (schwer 
bemerkbare Absorption) 
Tabelle XIV. 
5cem 2% iges Hamoglobin + 10 cem 50%iger Harnstofflésung in Wasse) 
Zeit nach Begi ; | | Absorptions: | 
der Tem ~— Temperatur | Koagulation | grenze Abecngtontentien 
erh6hung || uu uu 
- Zimmertemp. — 500 539-550, 575-585, 630-640 
5 Minuten 35° — | 500 530-550, 575-585, 630-640 
(letzte schwach) 
10 o 50 - 495 5380—550, 575—585 
15 “i 60 -- 495 525—552, 565—583 (beide 
sehr schwach) 
20 “ 80 - 495 530—550, 575—585 (helle 
Banden) 
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Tabelle XV. 
5eem 2%iges Hamoglobin + 5cem Athylenglykol + 5cem H,O. 





i Absorptions- " 
ae Temperatur Koagulation grense Absceptionsbendes 
erhébung uu uu 
-- Zimmertemp. 495 530-550, 575-585, 630-640 
5 Minuten 35° 495 530-550, 575-585, 630-640 
10 . 50 495 530-550, 575-585, 630-640 
(letztere schwer sichthar) 
15 ss 65 500 530-550, 562-580 (dunkel 
u. fast zusammenflieBend ) 
0) » 80 (+) 500 5380—550, 575—585 (heide 
schwach ) 
25 a 95 (+) 590 530—550 (sehr hell), 575 


585(?), 600—620(?) 


Tabelle X V1. 
5ceem 2% iges Hamoglobin + 5cem Glycerin + 5cem H,O. 





, F . ' Absorptions« : 
— ~ oe Temperatur Koagulation ous Abscrpticnsbenden 
erhohung uu uu 
Zimmertemp. 490 525-548, 575-585, 630-640 
5 Minuten 40° 490 525-548, 575-585, 630-640 
10 = 50 499 525-548, 575-585, 630-640 
id 5s 60 490 525—548, 575—585 
PAI) ‘ 70 (+) 500 525—550, 560—578 (heide 
sehr dunkel) | 
2 " 80 - 590 525—550, 560—578 (heide 
sehr dunkel) 
30 2 95 4 500 schwer bestimmb., schwache 


Absorption in Griin, Gelb 
und Rot 


In Gegenwart von Salzen (Tabellen LX und X) koaguliert das Haimo- 
globin in der Warme viel rascher als bei Zimmertemperatur. Bei der 
MgCl,-Konzentration 1,3 Mol im Liter des Gemischs und bei Zimmer- 
temperatur (15 bis 17°) beginnt die Flockung erst nach mehreren Stunden. 
Bei der KCl-Konzentration 0,66 Mol im Liter des Gemisches und Zimmer- 
temperatur war das Gemisch nach 15 Minuten noch vollsténdig klar. 

In Gegenwart von organischen Stoffen und organischen Stoffen + Salz 
(Tabellen X bis XVI) koaguliert Hamoglobin in der Hitze nicht. Bei 50 
bis 75° kommt dabei eine tiefgehende Veranderung des Spektrums zustande: 
die anfangs dunklen Banden im Gelbgriin und Griin verschwinden fast 
ganz; gleichzeitig wurde dabei in manchen Fallen das Auftreten einer neuen 
Bande in Rot bei etwa 595 bis 620 uu beobachtet. Kapillarinaktive Stoffe 
(Harnstoff, Athylenglykol, Glycerin) wirken in derselben Weise, nur lang- 
samer oder bei héheren Temperaturen. 


Besprechung der Resultate. 


Es ist merkwiirdig, daB organische Stoffe sehr eindeutig auf das 
Spektrum des Oxy--+ Methimoglobins einwirken. Kapillarinaktive 


10* 
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Stoffe wirken dabei in derselben Weise wie kapillaraktive, nur lany. 
samer und besonders gut bei erhéhten Temperaturen (40 bis 70°). Warme 
hat im allgemeinen denselben EinfluB wie organische Stoffe. Nur be; 
einer relativ hohen Temperatur (im Falle kapillaraktiver Stoffe iiber 
45 bis 50°, bei kapillarinaktiven tiber 70 bis 75°) kommt eine Zersetzung 
des Haimoglobins bzw. eine tiefgehende Veranderung des Spektrums 
zustande. Salze haben keinen EinfluB auf die Lage der Absorptions. 
banden, und man kann daher schlieBen, daB bei der Koagulation mit 
Salzen keine Zersetzung des Himoglobins stattfindet. Auch in Gegen. 
wart von organischea Stoffen, bei niedrigeren Temperaturen (von 
Zimmertemperatur bis zu etwa 40°, bei kapillarinaktiven bis 70°), kann 
man auf Grund dieser spektralen Verinderungen nicht auf eine Zer. 
setzung des Hamoglobins schlieBen. Aus demselben Grunde kénnte 
man sich auch denken, daB in Gegenwart von organischen Stoffen 
und Salzen (z. B. in den obengenannten Fallen der Stabilisation 
eine Zersetzung des Himoglobins nicht stattfindet. Diese Schlub- 
folgerung beweist besonders die Tabelle V. Aus ihr ist zu ersehen, dai 
das Spektrum von der Salzkonzentration nicht abhangt. Im Falle 
der Sensibilisation (kleine KCl- und MgCl,-Konzentrationen) sind die 
Absorptionsbanden dieselben, wie im Falle der Stabilisation (grofe 
KCl- bzw. MgCl,-Mengen). Die Stabilisation in Gegenwart von 
groBen Mengen organischer Stoffe und groBer Salzkonzentration ist 
also ein kolloidchemischer Vorgang, wobei keine Zersetzung der Hamo- 
globinmolekiile stattfindet. Eine soleche kommt nur bei héheren 
Temperaturen zustande. 

Was kann man nun aus den spektralen Veranderungen, die in 
Gegenwart von organischen Stoffen zu beobachten ist, positiv schlieBen ! 
Zusammenfassend kann man sagen, daB in Gegenwart von kapillar- 
aktiven Stoffen, oder kapillarinaktiven bei langerem Einwirken, oder 
bei maBig erhéhter Temperatur die Absorptionsbande im Rot. ver- 
schwindet und die Banden in Gelbgriin und Griin breiter und dunkler 
werden und sich merklich nach Violett verschieben. Im allgemeinen 
erhailt man dann ein von dem normalen Spektrum des Oxy- -+ Met- 
hamoglobins (Banden bei 525 bis 550 wu, 575 bis 585 wu und 629 bis 
639 uu) abweichendes, mit Banden bei 520 bis 550 wu und 560 (565) 
bis 580 uu. Aus dem ganzen experimentellen Teil dieser Arbeit ist 
zu ersehen, daB diese Verainderungen auch nichts mit der Koagulation 
zu tun haben. Man kann daher den SchluB ziehen, daB in Gegenwart 
der verwendeten organischen Stoffe (sowie organischen Stoffen + Salz) 
bei gewéhnlicher Temperatur oder maBigem Erwirmen (im Falle 
kapillaraktiver Stoffe bis etwa 40°, im Falle kapillarinaktiver bis et wa 
70°) eine nicht tiefgehende chemische Verinderung des Oxy- und Met- 
himoglobins stattfinden, wobei neue Modifikationen dieser Stoffe 
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entstehen, die als Zwischenglieder zu den Zersetzungsprodukten an- 
zusehen sind. Man kann auch sagen, dab organische Stoffe oder Warme 
das Hamoglobin gegen Zersetzung sensibilisieren. 


Vergleicht man das bei diesen Versuchen erhaltene verinderte 
Spektrum mit anderen Spektren, die von einigen solchen Zwischen- 
gliedern erhalten wurden, so kann man eine Ahniichkeit mit dem 
Spektrum des Kathaimoglobins feststellen?. 


Zusammenfassung. 


1. In Gegenwart von organischen Stoffen erleidet das sichtbare 
Spektrum des Hamoglobins (Gemisch von Oxy- und Methaimoglobin) 
eine eindeutige Verinderung, wobei, anstatt der drei Banden, die bei 
525 bis 550 wu, 575 bis 585 wu und 629 bis 639 wu liegen, nur zwei 
Banden — bei 520 bis 550 wu und 560 (baw. 565) bis 580 zu — beob- 
achtet werden. 

2. Kapillarinaktive organische Stoffe wirken langsamer als 
kapillaraktive. Im ersten Falle kommen die betreffenden spektralen 
Veranderungen erst nach lJangerem Einwirken oder mabig erhdéhter 
Temperatur zustande. 


3. Salze (KCl und MgCl,) haben keinen EinfluB auf die Ab- 
sorptionsbanden des Hiamoglobins. Im Falle der Koagulation ver- 
schiebt sich nur die diffuse Absorptionsgrenze kurzwelliger Strahlen 
nach Rot. 


4. MaBige Temperaturerhéhung (im Falle kapillaraktiver Stoffe 
bis 40°, im Falle kapillarinaktiver bis 70°) begiinstigt die obengenannten 
spektralen Verinderungen. Erhéht man die Temperatur noch mehr, 
so wird das Hamoglobin zersetzt, was sich in einer tiefgehenden 
spektralen Veranderung ausdriickt. Dabei ist keine Flockung zu beob- 
achten. 


Aus den experimentellen Ergebnissen wird geschlossen, daB in 
Gegenwart der verwendeten organischen Stoffe (sowie organischer 
Stoff + Salz) bei gewéhnlicher Temperatur oder maBiger Erwarmung 
eine nicht tiefgehende chemische Verinderung (Sensibilisierung gegen 
Zersetzung) der Hamoglobine stattfindet, wobei Modifikationen dieser 
Stoffe entstehen, die als Zwischenglieder zu den Zersetzungsprodukten 
anzusehen sind. Die beobachteten kolloidchemischen Vorginge 
(Sensibilisation — Stabilisation) scheinen von diesen geringen chemischen 


! Siehe F. Haurowitz, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 187, 
62, 1924. 
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Veranderungen des Hamoglobins unabhangig zu sein!; die Stabilisation 
z. B. hangt hauptsichlich von der Salzkonzentration ab, und Salze 
haben keinen EinfluB auf die Lage der Absorptionsbanden des Himo. 
globins. 

Dem Vorstand des Laboratoriums, Herrn Dozent A. Janek, spreche 
ich an dieser Stelle meinen aufrichtigen Dank fiir das groBe Entgegen. 
kommen aus, das er mir wahrend der Ausfiihrung dieser Arbeit zeigte. 
Auch danke ich Herrn Prof. Dr. W. M. Fischer fiir die liebenswiirdige 
Uberlassung des Spektroskops. 


' Anmerkung bei der Korrektur. Dieses gilt nur fiir das Hamoglobin 
»Merck** (Oxy- + Methimoglobin): bei nativem Hamoglobin (Oxy- 
hamoglobin) besteht eine gewisse Abhangigkeit (s. Fortsetzung der Arbeit). 
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Uber 
den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Blute. I. 


Von 
Erik Gottlieb. 


(Aus dem medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 26. Januar 1928.) 


In einer frither erschienenen Mitteilung (Henriques und Gottlieb *) 
wurden Versuche beschrieben, die es in hohem Grade wahrscheinlich 
machen, daB praformiertes Ammoniak im Blute nicht vorhanden ist. 

Das Bedeutsamste bei unserer Versuchsanordnung war, das Blut 
nach der Entnahme aus der GefaBbahn so schnell als tunlich auf 0° 
abzukiihlen und nach Zusatz einer 3,5 n K,CO,-Lésung refraktér in 
mehreren Vorlagen zu durchliiften. In den ersten Vorlagen fand man 
kein Ammoniak, nach langerer Durchliftung hingegen kleinére Mengen. 
Wir gelangten dadurch zu einer bereits friiher von Folin und Denis* 
und von Barnett® geiuBerten fahniichen Auffassung, wonach die 
Ammoniakmengev, die man in den meisten Fallen im Blute gefunden 
zu haben glaubte, dort nach der Blutentnahme aus der GefaiBbahn 
durch Ammoniakabspaltung entstanden sein sollen. Fontés und 
Yovanovitch* haben spater durch Versuche, die jedoch keineswegs 
einwandfrei zu nennen sind, geglaubt, zu dem niamlichen Ergebnis 
gelangt zu sein. 

Im Gegensatz zu dieser Anschauung haben Parnas und seine 
Mitarbeiter® auf Grund einer erheblichen Anzah! von Versuchen fest- 
stellen zu kénnen geglaubt, daB erkennbare, wenn auch geringe Mengen 
Ammoniak im Blute vorhanden sind. 

Da die im Blute vermeintlich ermittelie Ammoniakmenge unseres 
Erachtens in hohem Grade von der angewandten Methodik abhangig 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 254, 1924. 

2 Journ. Biol. Chem. 11, 527, 1912. 

3 Ebendaselbst 29, 459, 1917. 

* Bull. de la Soc. de Chim. Biol. 7, 1044, 1925. 

5 Diese Zeitschr. 152, 1, 1924; 155, 247, 1925; 159, 298, 1925; 169, 255, 
1926; 172, 442, 1926; 173, 224, 1926; 181, 80, 1927. 
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ist, wollen wir die von Parnas und seinen Mitarbeitern benutzte Methodik 
eingehend erértern. 


Das von Parnas und seinen Mitarbeitern angewandte Verfahren ist 
eine Kombination von Vakuumdestillation und Durchliiftung, wobei das 
Ammoniak durch Durchstrémung mit Wasserdampf im luftleeren Raume 
aus der Probe ausgetrieben wird, ohne daB die Temperatur 17 bis 25° an. 
geblich iibersteigt. Da die zur Verarbeitung gelangenden Blutmengen selir 
klein sind — 1 bis 2 ccm — und die mit dem Dampf erzielte Durchliiftungs. 
wirkung erheblich gréBer ist als die mit einem Luftstrom von 4 Liter Luft 
pro Minute zu erzielende, la8t sich die Destillation im Laufe von 3 bis 
4 Minuten vollenden, und es werden sténdig Kontrollversuche ausgefiihrt, 
um zu kontrollieren, daB die Ammoniakaustreibung vollsténdig ist. Um 
eine véllige Absorption von Ammoniak in der Vorlage zu erzielen, ist es 
von groBem Vorteil, den Dampf konzentrieren zu kénnen. Die Destillationen 
werden in einem Preglschen Mikrodestillationsapparat ausgefiihrt, und 
die nach der Nesslerisation ausgefiihrten Ammoniakbestimmungen sind 
den Angaben gem&8 mit einer Genauigkeit von 0,0001 mg gemacht worden, 
d.h. in diesem Falle so viel wie 0,005 mg in 100 ccm Blut. 

Parnas und Heller und Parnas (Mitteilung I und IT) kamen bei diesem 
Verfahren zu dem Ergebnis, daB die Ammoniakbildung im Blute verschiedener 
Tiere mit verschiedener Geschwindigkeit erfolgt, und zwar fanden sie in 
Kaninchenblut, in dem die Ammoniakbildung verhéltnismaBig groB ist, 
daB bei 40° 0,017 mg und bei 20° 0,007 mg pro Minute gebildet werden. 
Bei anderen Tieren, z. B. bei Hund und Pferd, ist die Ammoniakbildung 
erheblich geringer. 

Die Mehrzah! der von Parnas und Heller angegebenen Versuche sind 
mit Kaninchenblut ausgefiihrt worden, in dem die Ammoniakbildung 
verhaéltnismaBig stark ist. Daher geben die Verfasser selbst an, Unter- 
schiede in den ermittelten Ammoniakwerten kénnten, je nachdem die 
Blutprobenentnahme mehr oder weniger Zeit in Anspruch genommen 
hatte, leicht entstanden sein, sie waren aber ohne Belang. Parnas und 
Heller teilen ferner mit, die Ammoniakmenge sei bei 20° im Laufe 1 Stunde 
auf das Zehnfache des urspriinglichen Ammoniakgehalts gestiegen; danach 
schreite die Zunahme mit stetig abnehmender Geschwindigkeit fort und 
bleibe nach Verlauf von 24 Stunden, in weichem Zeitraum sie bis etwa 
2,0 mg pro 100 ccm steige, nahezu konstant!. 

Wenn man dieses Verhalten in Betracht zieht, deuten Parnas’ Versuche? 
iiber die Blutammoniakmengen verschiedener Tiere meines Erachtens 
ehestens darauf hin, da®S die im Blute sémtlicher untersuchten Tiere ent- 
haltenen Ammoniakmengen gleich Null gewesen sind. Da Parnas jedoch 
hier damit rechnet, da8 die Ammoniakbildung proportional mit der Zeit 
stattfindet, so folgert er, das Blut der verschiedenen Tierarten enthalte 
verschiedene, aber ganz bestimmte und fiir jede Tierart charakteristische 
Mengen préformierten Ammoniaks. 

In normalem Kaninchenblut fanden Parnas und Heller*® durchschnitt- 
lich 0,045 mg pro 100 cem; in Anbetracht der zur Probenentnahme erforder- 
lichen Zeit berechnen sie die préformierten Ammoniakmengen durch Extra- 


1 Parnas und Heller, diese Zeitschr. 152, 15, 1924, 
2 II. Mitteilung, diese Zeitschr. 155, 428, 1925. 
3 IT. Mitteilung, l.c., S. 14. 
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polation auf etwa 0,02mg pro 100cem. Auf dhnliche Weise berechnet 
Parnas' den Ammoniakgehalt von Pferd und Hund auf etwa 0,05 bis 0,07 mg 
pro 100cem. Spéter haben Parnas und Klisiecki* die Verhiltnisse im 
Hundeblut einer erneuten Priifung unterzogen und 0,025 bis 0,06 mg, 
d. h. durchschnittlich 0,043 mg NH,-N im Arterienblut und 0,02 bis 0,08 mg, 
durchschnittlich 0,042 mg, NH,;-N im Jugularisblut gefunden. 

Klisiecki(V) hat auBerdem 44 normalen Menschen durch Venen- 
punktion entnommene Blutproben untersucht und 0,011 bis 0,037 mg, 
d. h. durehschnittlich 0,026 mg NH,-N pro 100 cem gefunden. 

Parnas und Klisiecki kritisierten Fontés und Yovanovitchs und Henriques 
und Gottliebs Versuche und nehmen an, da8 die von ihnen selbst gefundenen 
Ammoniakmengen praéformiert im Blute vorhanden sind. Sie stiitzen ihre 
Anschauung auf Kontrollversuche, die sie sowohl vor als auch nach jedem 
eigentlichen Versuch mit einer frischen Blutprobe vorgenommen haben 
wollen und die nach ihrer Angabe — im Gegensatz zu den Blutproben 
volistaéndig blind ausgefallen sind. 

Im Gegensatz zu den genannten Untersuchern haben Fontés und 
Yovanovitch mit groBen Blutproben von 100 bis 250 ccm gearbeitet, um 
nicht, wie dies bei den friiheren Untersuchern unleugbar der Fall gewesen 
ist, von zufalligen Unreinheiten abhiangig zu sein; sie setzen dem Blut- 
volumen 1!/., Volumen geséttigter Lithiumcarbonatlésung hinzu; das 
Ammoniak wird mittels Durchliiftung mit Dampf bei 45° im Laufe von 
30 Minuten ausgetrieben. Auf diese Weise wollen Fontés und Yovanovitch 
durehschnittlich 0,01 mg pro 100 ccm im arteriellen Blute und 0,005 mg 
im Venenblute von Hunden gefunden haben. Gleichzeitig rechnen Fontés 
and Yovanovitch mit den von Parnas und Heller bei Versuchen mit Kaninchen- 
blut fiir die Ammoniakbildung ermittelten Zahlen und folgern jdaraus, daB 
das kreisende Blut kein Ammoniak enthalt. 

Es erscheint allerdings zweifelhaft, daB Fontés und Yovanovitch durch 
dieses Verfahren wirklich vermocht haben, alles eventuell im Blute vor- 
handene Ammoniak auszutreiben; es erklairt aber vielleicht, warum keine 
gréBeren Mengen gefunden wurden, da unter diesen Umsténden anzunehmen 
ist, daB eine betréchtliche Ammoniakbildung stattgefunden haben muB. 

AuBerdem hat Brandt Rehberg* jiingst (1926) einige interessante Unter- 
suchungen iiber den Ammoniakgehalt im Menschenblut verdéffentlicht. 
Diese Untersuchungen sind mit iiberaus verfeinerter Technik, die gute 
Aufschliisse geben diirfte, ausgefiihrt; es liegen aber bisher nur wenige 
und in verschiedener Hinsicht, namentlich in bezug auf die Ammoniak- 
bildung im Blute, ungeniigende Versuche vor. 

Rehberg benutzt nur 1 cem' Blut, woraus das Ammoniak mit 5 ecm 
gesiittigter K,CO,-Lésung + 1 g K,CO, frei gemacht und mittels Durch- 
liftung im Vakuum ausgetrieben wird. Die Bestimmungen sind alsdann 
mit bewunderungswiirdiger Mikrotitration der Vorlagen vorgenommen 
worden, wobei die Genauigkeit 0,00002 mg N entsprechen soll. 

Rehberg findet, daB, wahrend es bei dem angewandten Verfahren 
méglich ist, bekannte Ammoniakmengen aus reinen Salzlésungen sowie 
aus Blut mit Zusatz von Salzlésungen durch 10 Minuten lange Durch- 


1 II. Mitteilung, l.c., S. 249. 
2 IV. Mitteilung. 
3 ,,Physiological Papers Dedicated to Professor August Krogh”, 5. 248. 
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liiftung auszutreiben, die Austreibung des ,,urspriinglichen Ammoniak. 
gehalts‘‘ des Blutes unter den gleichen Verhaltnissen etwa 1 Stunde erfordert, 

Um zu ermitteln, worauf diese langsame Abgabe des Ammoniak. 
gehalts beruht, untersuchte Rehberg danach einige Blutproben, deren 
Ammoniakgehalt durch Eingabe von Ammoniaksalz per os vermehrt ist. 

Diese Versuche machen es wahrscheinlich, da8 der Ammoniakgehalt 
des Blutes in einer komplexen Verbindung vorhanden ist. Es diirfte sich 
daher vornehmlich darum handeln, die Art dieser Verbindung zu ermitteln 
und festzustellen, ob man berechtigt ist, dieselbe ,,Ammoniak‘ zu nennen. 
Die Mengen variieren iibrigens nach den Angaben zwischen 0,03 bis 0,22 mg 
NH;-N pro 100 ccm in normalem Menschenblut. 


Eigene Untersuchungen. 


Aus den vielen verschiedenen Mitteilungen tiber den Ammoniak. 
gehalt des Blutes geht hervor, daB es schwerlich méglich ist, das 
Ammoniak des Blutes zu isolieren, ohne gleichzeitig eine Ammoniak- 
bildung im Blute hervorzurufen; und hier scheint es, als ob sich mehrere 
Formen von Ammoniakbildung, naimlich eine ,,spontane und eine 
durch Zusatz von Alkali bewirkte, geltend zu machen vermégen. Es 
wird anderenorts bei Versuchen, in denen die Proteinstoffe durch Aus- 
fallen beseitigt werden, erértert werden, ob mit noch einer weiteren 
Ammoniakbildung zu rechnen ist. 

Um die GréBe der praformierten Ammoniakmengen beurteilen zu 
kénnen, mu8 man daher nicht nur die mittels der angewandten Methodik 
erzielten Ergebnisse, sondern auch die mégliche Ammoniakbildung 
wahrend der Behandlung des Blutes in Betracht ziehen; und um sich 
in jedem Einzelfalle ein Urteil bilden zu kénnen, miiBte man, wenn 
méglich, die Ammoniakbildung in jeder einzelnen Blutprobe kennen, 
und zwar sowohl bevor als auch nachdem sie den Bedingungen der 
Methode unterworfen worden ist. 

Zunachst werden daher einige einleitende Versuche itiber lie 
Ammoniakbildung und danach die endgiiltig befolgte Methodik ein- 
gehend geschildert werden. Um diese Versuche nicht unnétig zu kom- 
plizieren, wurde stets arterielles Hundeblut dabei verwendet. 


a) Uber die Ammoniakbildung im Blute. 

Um zu ermitteln, in welcher Weise die Ammoniakbildung wahren< 
der Ammoniakaustreibung von der Art und Konzentration der zu der 
oben angedeuteten Freimachung des Blutammoniaks benutzten Base 
abhangt, wurden Versuche tiber die Ammoniakbildung bei verschiedenen 
Reaktionen und Temperaturen angestellt. Zu diesem Zwecke wurden 
Blutproben mit einem Uberschu8 von ,,Puffermischungen“ bei ver- 
schiedenen Temperaturen hingestellt, worauf sie auf 0° abgekihlt, cic 
vorhandene fliichtige Base mittels Durchliiftung bei 0° nach Zusatz 
von gleichen Teilen 3,5 n Kaliumearbonatlésung ausgetrieben und der 
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Ammoniakgehalt auf die spater bei den Versuchen mit frischem Blute 
zu beschreibende Weise bestimmt wurden. 

Die Werte der bei 38° im Laufe von 24 Stunden in 100 cem Blut 
gebildeten Ammoniakmengen waren folgende: 





Versuch | Versuch II 
mg mg 
Bei pp = 7,0... . 1,55 
Ws oe a a 1,60 
Jere 2.40 1,70 
8.6. . 0.55 
ae. . 1,40 0,65 
A 2.15 
eo ro bes 2.40 
ee ee ere 8,40 7,70 


Auf ahnliche Weise wurden bei 0° folgende im Laufe von 24 Stunden 
pro 100 ccm Blut gebildete Ammoniakmengen ermittelt. Die Inkuba- 
tionszeit betrug hier aber nicht, wie bei den vorhergehenden Versuchen, 
24 Stunden, sondern zweimal bzw. drei- und sechsmal 24 Stunden. 
(Die beispielsweise in dem Versuch V ermittelten Werte waren mithin 
sechsmal so groB wie die unten angegebenen.) 





Versuch III Versuch IV Versuch V 


mg mg mg 

Bei py 7. 0,08 0,07 0,14 
8. 0,13 0,05 0.05 

9. 0,06 0,06 0,05 

10. 0.07 0,08 0.05 
eee 0.08 0,08 0.05 

OS |S 0,15 0,12 0,11 


Die Versuche zeigen, daB bei simtlichen Reaktionen innerhalb 
des ganzen untersuchten Gebietes eine Ammoniakbildung stattfindet, 
denn bei jedem einzelnen Versuch ist die Ammoniakmenge sogleich 
nach der Blutentnahme bestimmt worden, und sie lag bei Anwendung 
der gleichen Methodik in samtlichen Versuchen zwischen 0,00 und 
0,05 mg. 

Bei der starksten alkalischen Reaktion — namlich bei der durch 
Zusatz von gleichen Teilen 3,5 n K,CO,-Lésung (d. h. bei py = etwa 
12,2) erzielten Reaktion — erfolgt bei 38° eine kraftige Ammoniak- 
abspaltung, wogegen bei 0° keine erheblich gréBere Mengen abgespalten 
werden, als wenn gar kein Alkali zugesetzt worden ware. 

Dies spielt bei 0° allerdings eine verhiltnismaBig geringe Rolle, 
und dariiber hinaus ist im groBen ganzen nur eine geringe Abhangigkeit 
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von der Reaktion wahrzunehmen!. Die Abhangigkeit von der Tempe. 
ratur ist hingegen erheblich gréBer, denn die Ammoniakbildung ist 
bei 35° etwa 20- bis 50mal so groB als bei 0°. 

Durchliftungsversuche zum Zwecke der Ermittlung, wie schnell 
bekannte Ammoniakmengen sich bei wechselnder Reaktion und Tempe- 
ratur aus der gleichen Menge Lésung austreiben lassen, ergaben, daS 
die Ammoniakaustreibung bei 0° nur etwa doppelt so viel Zeit erheischt 
wie bei 16°, weshalb der Vorteil, die niedrige Temperatur von beispiels- 
weise 0° wihrend der Ammoniakaustreibung aus dem Blute zu benutzen, 
ohne weiteres einleuchtet. Dies erhellt auch aus der Betrachtung des 
Verhaltnisses zwischen dem Absorptionskoeffizienten ,,a‘‘ fiir NH, 
in Wasser und der Geschwindigkeit ,,h‘‘ fiir den bei der Ammoniak- 
bildung wahrnehmbaren chemischen ProzeB, denn wahrend ,,a“ sich 
bei 10° Abkiihlung um 20 bis 30°%, vermehrt, vermindert ,,A‘ sich 
bei der namlichen Abkiihlung gleichzeitig um 100 bis 200%. 

Da die starke Kaliumcarbonatlésung dem Blute bei der niederen 
Temperatur nicht erheblich schadete, war es andererseits von Vorteil, 
dieselbe anstatt verdiinnterer und weniger alkalischer Lésungen zu 
benutzen, da diese zur ebenso vollstandigen Ausliftung von Ammoniak 
eine linger dauernde Durchliiftung erforderlich machen wiirden. 

Diese Versuche sind tibrigens lediglich als vorlaufige, ,,orientierende™ 
Versuche zu betrachten, denn die Ammoniakbildung oder Ammoniak- 
abspaltung sowohl durch die Eigenreaktion des Blutes als auch nach 
Zusatz von gleichen Teilen starker Kaliumcarbonatlésung ist in weiteren 
Versuchen eingehend untersucht worden?. 

Bei den oben besprochenen Versuchen, wo Toluol als Antisepticum 
zugesetzt wurde, JaBt sich nimlich weder Bakterientatigkeit noch 
schadliche Beeinflussung durch das benutzte Antisepticum ausschalten. 
Es kann allerdings weder bei den stark alkalischen noch bei den an 
anderer Stelle zu besprechenden, stark sauren Reaktionen von einer 
Bakterientatigkeit die Rede sein. 

Wie bereits erwaihnt wurde, war eine der ersten zu Beginn dieser 
Versuche gemachten Beobachtungen eine standig erfolgende Ammoniak- 
abspaltung, wenn eine Blutprobe, der man Alkalicarbonat zugesetzt 
hatte, wiederholt zu wechselnden Vorlagen durchliiftet wurde. 

Die Ammoniakmengen, die ermittelt wurden, wenn das Blut eine 
gewisse Zeitlang mit der benutzten starken Kaliumcarbonatlésung 


1 Parnas und Heller berichten, daB in Kaninchenblut bei Reaktionen 
mit po = etwa 9,3 ein Minimum in der Ammoniakbildung eintritt, wahrend 
die hier geschilderten Versuche eher auf ein bei py = 8,6 bis 9 eintretendes 
Minimum in der Ammoniakbildung deuten. 

2 E. Gottlieb, ,,0m Ammoniumdannelsen i Organismen“, Dissertation 


Kopenhagen 1927. 
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gestanden hatte, erwiesen sich nicht nur von der Temperatur abhangig, 
sondern je nach der Dauer des Versuchs verschieden, denn die 
Ammoniakabspaltung war anfangs stirker als spater. 

Bei Zimmertemperatur betrug die Ammoniakbildung beispielsweise 
pro 24 Stunden: 


Im Laufe der ersten 24 Stunden: 0,40, 0,53, 0,40, 0,38, 0,78 mg 


mm " + zweiten 24 - 0,32, 0,24, 0,31 mg 
oe » dritten 24 - 0,27, 0,33, 0,26 ,, 


und ferner bei Versuchen innerhalb der ersten 24 Stunden: 


In den ersten 8 Stunden: 0,20 und 0,21, d. h. 0,60 bis 0,63 mg im Tage 
» néchsten 16 ~ OM « Gra 2a. Ge... Aww. e 
Bei einem Versuch schlieBlich, wo je eine Blutprobe, eine Plasma- 

probe und eine Probe einer reinen, frischen Hamoglobinlésung mit 

Kaliumcarbonat und Alkohol 77 Tage lang bei Zimmertemperatur 

gestanden hatten, betrug die Ammoniakbildung in der Blutprobe 

pro 24 Stunden: 


in den ersten 24Stunden. ........... . . 0,70mg 
in den folgenden 8 Tagen durehschnittlich . . . . . . 0,29 ,, 
in den folgenden 60 Tagen durchschnittlich. . . . . . 0,19 ,, 


Eine ahnlich stetige, aber etwas geringere Ammoniakbildung 
wurde in den anderen Proben ermittelt. Der letzte Versuch — mit 
Durchliiftungen an jedem zweiten bis jedem siebenten Tage — wurde 
so lange fortgesetzt, weil man sehen wollte, ob die Ammoniakabspaltung 
nach Abspaltung einer gewissen Menge Ammoniak aufhérte; dies 
erwies sich aber innerhalb der untersuchten Zeitspanne in keiner der 
Proben als zutreffend. 

Bei 0° wurden dementsprechend je nach der Lange der Versuchs- 
periode etwas verschiedene Werte fiir die pro 24 Stunden abgespaltene 
Ammoniakmenge ermittelt. Bei Versuchen von zweitagiger Dauer 
betrugen die in 24 Stunden in 100 cem Blut gebildeten N H,-N-Mengen 
somit : 





I. Mit gleichen Teilen K2 CO -Lésung 


versetzte, bei 0° gehaltene Blutproben Il. Bei 0° gehaltene Blutproben allein 

mg mg 
0,12 0,08 
0,20 0,10 
0,19 | 0,11 
0,10 0,09 
0,15 0,10 
0,11 0,07 
0,10 0,09 

0,09 


Durchschnittlich: 0,14 0,08 
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Vergleichsweise sind hier die Mengen, die durch das standige 
Stehen mit den alkalischen Lésungen abgespalten worden sind, neben 
jene Mengen gestellt, die ermittelt wurden, wenn die Blutproben zweima| 
24 Stunden ohne Zusatz auf Eis gehalten und danach mit Kalium. 
carbonatlésung versetzt und 2 Stunden lang durchltiftet worden waren. 


Proben des namlichen Blutes waren unter Anwendung der gleichen 
Methodik jedesmal sogleich analysiert worden und hatten pro 100 ccm 
ungefahr 0,03 mg Ammoniak ergeben. 


Diesen Versuchen zufolge sollte die Ammoniakbildung im Blute 
nach Zusatz von Kaliumcarbonat somit bei 0° in den ersten zweimal 
24 Stunden, wenn die Geschwindigkeit innerhalb dieses Zeitraumes 
unverandert blieb, etwa 0,005 mg pro 100 ccm pro Stunde betragen. 
Versuche von kiirzerer Dauer deuten jedoch auch hier darauf, dai, 
ebenso wie bei den vorhergehenden Versuchen, anfangs eine starkere 
Ammoniakbildung stattfindet, die danach an Geschwindigkeit abnimmt ; 
die Ungenauigkeit der Bestimmung bei diesen Versuchen von kurzer 
Dauer und bei niederer Temperatur diirfte sich allerdings verhaltnisma big 
stark geltend machen. Als Beispiel sei angefiihrt, daB in einer Blut- 
probe sogleich nach der Entnahme (d. h. bei zweistiindiger Durch- 
liftung) 0,05 mg gefunden wurden, nach finfstiindigem Stehen bei 0° 
aber 0,15 mg und nach dreitagigem Stehen 0,27 mg. Wenn man mit 
einer stiindlichen Ammoniakbildung von etwa 0,02 bis 0,01 mg in den 
ersten Stunden und einer Abnahme der Geschwindigkeit bis etwa 
0,002 mg pro Stunde rechnet, so wird man sehen, daS Ammoniak- 
mengen von 0,02 bis 0,04 mg mutmaBlich durch Ammonjakabspaltung 
entstanden sind, ohne da8 das Blut priformiertes Ammoniak ent- 
halten hat. 


Da die Genauigkeit bei Versuchen mit reinen Salzlésungen 0,001 mg 
pro Probe von 10 ccm betrug, ist anzunehmen, daB die Grenze fiir dic 
bei dem hier angewendeten Verfahren ermittelte Menge, ohne pra- 
formiert zu sein, bei 0,05 mg pro 100 ccm zu setzen ist. 


b) Uber den Ammoniakgehalt in frischen Blutproben. 


Das bei der Beurteilung von Blutammoniak benutzte Verfahren, 
eine Durchliftungsmethode nach Folin', sei hier in bezug auf Einzel- 
heiten eingehend geschildert. 

Das Blut wurde in sorgfaltig gereinigte und in geriebenes Eis gestellte 
silberne oder Nickelschalen entleert. Dadurch, da8 die Entleerung durch 


die in das Gefa8 eingefiihrte Kaniile mit angemessener Langsamkeit statt- 
fand, gelang es, das Blut fast ebenso schnell abzukiihlen, wie es in der 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 161, 1902. 
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Schale aufgefangen wurde, wo es, um das Gerinnen zu verhiiten, gleich- 
zeitig durch Umriihren mit reinem (speziell ammoniumfreiem) Natrium- 
oxalat — etwa 0,2 g pro 100 cem Blut — vermischt wurde. Diesem Oxalat- 
blut wurden alsdann Proben von je 10 cem entnommen. Die Proben wurden 
in ebenfalls in Eis stehende, hohe Reagenzglaser, die bei der Durchliiftung 
verwendet wurden, hiniiberpipettiert. Alsdann erhielt jede einzelne Probe 
einen Zusatz von 10 ccm im voraus auf 0° abgekiihlter, etwa 3,5 n Kalium- 
carbonatlésung und 1 cem sekundéren Oktylalkohols, um das Aufschiitumen 
les Blutes waihrend der Durchliiftung zu verhiiten. 

Als Vorlagen wurden Reagenzglaser mit je 15 ccm etwa n/3 Schwefel- 
siure und wenigen Tropfen Oktylalkohol verwendet. 

Zur Erzielung der vollsténdigen Absorption des Ammoniaks in einer 
einzelnen Vorlage war es auBerdem notwendig, den Luftstrom eine verhaltnis- 
miéiBig hohe Fliissigkeitsschicht passieren zu lassen, da die Absorption sich 
lediglich in Glasern von der verwendeten Form als vollstandig erwies. 

Zwischen jedem Probeglas und dementsprechender Vorlage befand 
sich ein ,,Filter*‘ aus ausgekochter Baumwolle zur Aufnahme von Flugwasser 
(,. Spray“) mit Protein oder Alkali. Saémtliche zu den Luftverbindungen 
verwendeten Teile wurden vor jedem Versuch nicht nur der _ iiblichen 
Reinigung unterzogen, sondern in Sodalésung ausgekocht. 

Der Luftstrom wurde vor dem Eintritt in die Proben von Kohlenséure 
und Ammoniak befreit und zu diesem Zwecke durch zwei Waschflaschen 
mit etwa n/l Natronlésung und drei Waschflaschen mit etwa n/3 Schwefel- 
siurelésung geleitet. Der Luftstrom wurde von einer kraftigen Saugpumpe 
mit etwa 4 bis 6 Liter Saugkraft in der Minute gezogen. Um den Ammoniak- 
gehalt mit der erforderlichen Genauigkeit aus den Proben auszutreiben, 
muBte unter solchen Umsténden 2 Stunden lang durchliiftet werden. 
Wenn die Durchliiftung dagegen bei Zimmertemperatur stattfand — wie 
es bei den Ammoniakbestimmungen im Harn geschah — war eine 30 bis 
45 Minuten lange Durchliiftung hinreichend. 

Nach beendigter Durchliiftung wurde der Ammoniakgehalt der Vor- 
lagen mittels einer ,,Mikrokjeldahidestillation®“ in neue Vorlagen gebracht 
und titriert. 

Als Vorlagen dienten kleine, klare Glaser mit je 1 cem n/280 Schwefel- 
siurelésung und 2 Tropfen Indikator. Wahrend der Destillationen waren 
diese Vorlagen durch einen ,,VerschluB“, d.h. eine Erweiterung mit Glas- 
perlen an dem betreffenden Réhrchen, von der Umgebung vollig ab- 
geschlossen. Die Vorlage wurde mit einer n/280 Natronlésung aus einer 
Mikrobiirette titriert. Bei der Titration wurde eine gesiéttigte Lésung von 
Methylrot in 93%igem, mit gleichen Teilen einer Methylenblaulésung 
(0,1 g in 80 cem 93%igem Alkohol) versetztem Alkohol als Indikator ver- 
wendet. Dieser Indikator! gibt einen scharfen Umschlag von Purpurrot 
in Hellgriin und sehr merkliche Farbunterschiede bei kleinen Reaktions- 
verénderungen innerhalb des Umschlagbezirks. Es wurde bis zu einer 
bestimmten Reaktion (pq = 5,6) titriert, indem die Beendigung der Titration 
durch Vergleich mit einer ,,Puffermischung* mit dieser Reaktion, der die 
nimliche Indikatormenge zugesetzt war, beurteilt wurde. Auf diese Weise 
wurde mit einer 0,0005 mg NH,-N entsprechenden Genauigkeit von 0,01 ccm 


1 Das Rezept ist in der Literatur nicht angegeben, es stammt aus dem 
Carlsberg-Laboratorium in Kopenhagen. 
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n/280 Natronlésung titriert; die Genauigkeit war im allgemeinen bei den 
Versuchen, wo die Proben sowohl durchliiftet als auch destilliert wurden. 
nicht ganz so gut, Doppelproben wichen jedoch selten mehr als 0,001 mg 
NH,-N voneinander ab. 


Die Normalitiét der Natronlésung wurde gegeniiber Standardlésungen 
von reinstem Ammoniumchlorid in besonders reinem, ammoniakfreierm 
Wasser bestimmt. 


Bei jeder Bestimmung wurde gleichzeitig ein parallel verlaufende: 
Blindversuch ausgefiihrt, so da®8 alle Ammoniakmengen als Differenz in 
verbrauchter Natronlésung bei zwei Titrationen in gleich groBen Volumina 
und unter sonst gleichartigen Bedingungen gefunden sind. Es war dies 
eine unerléBliche MaSnahme, da die iiberaus kleinen, so gut wie iiberal! 
in den verwendeten Reagenzien, im Wasser, in der Luft und im Staube 
des Laboratoriums — vorhandenen Ammoniakmengen die Versuclis- 
ergebnisse sonst zu verfalschen verméchten. 


Bei Versuchen, in denen die Ammoniakmenge in frischem Blute 
bestimmt werden sollte, wurden in der Regel mehrere Proben zugleich 
bearbeitet, und zwar auBer der bzw. den eigentlichen Proben (,,A‘) 
mit 10 ccm frischem Blute, eine Kontrollprobe (,,B‘‘) [einer mit einer 
bekannten Menge Ammoniaksalz (,,D‘‘) versetzten Blutmenge], sowie 
ein Paar die Lage des Nullwertes bestimmende Blindproben ,,C™ 
Da eine solche Serie von Proben der Reihe nach durchliiftet wurde, 
wobei die Durchliiftung die lingste Zeit erforderte, dauerte die Be- 
handlung von fiinf solchen Proben nicht erheblich langer, als es z.B. bei 
zwei Proben der Fall gewesen ware. 


Es wurden fiir NH,-N in Blutproben und Kontrollproben die 
folgenden Werte ermittelt, wobei die Mengen fiir 100 ccm Blut, also 
fiir zehnmal so groBe Proben, angegeben sind. (s. Tabelle I.) 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die gefundenen Werte fiir 
die NH,-N-Mengen im Blute fast alle unterhalb der Grenze — 0,05 mg 
NH,-N in 100ccm — liegen, die tiberschritten werden muBte, ehe 
man sicher sein konnte, praformiertes Ammoniak im Blute gefunden 
zu haben. Nur in einem einzelnen Falle, wo dem Versuchstier aus 
Riicksicht auf die Blutprobenentnahme 4 Stunden vorher eine reichliche 
Fleischmahlzeit verabreicht worden war, war die ermittelte Ammoniak- 
menge so betrachtlich, daB nicht anzunehmen war, sie habe sich wahrend 
der Behandlung des Blutes gebildet. 

Man mu8 daher aus diesen Versuchen eine ahnliche Schlub- 
folgerung ziehen wie aus den von Henriques und Gottlieb bereits friiher 
geschilderten Versuchen, da8 namlich das Blut jedenfalls bei niichternen 
Tieren wahrscheinlich kein Ammoniak enthalt, und daB, wenn man 
die durch die Behandlung des Blutes ausgetriebenen Ammoniakmengen 
als praformiert betrachtet, man mutmaBlich in den gleichen Irrtum 
verfallt, wie zahlreiche friihere Forscher. Mit Hilfe der gegenwartig 
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Tabelle I. 








Kontrollproben 
NHgsN r- - : 
‘ NHgsN getunden Differenz 
si _ aa to pro 100 ane Blut NH,-N pro Bemerkungen 
(A>¢) crt. | Sais a late 
-D"). a*Salz(B—C) (B>C)—(.D") 
mg mg mg mg 
0,91 0,065 0,08 0,015 Arterienblut vom Hund 
0,02 
0,05 0,065 0,13 0,065 Dasselbe 
0,05 
0,03 0,065 0,10 0,035 ° 
0,03 
0,02 0,065 0,09 0,025 ° 
0,03 
0,05 ° 
0,05 
0,03 - 
0,03 
0,04 0,131 0,16 0,03 Venenblut vom Hund 
0,03 0,131 0,16 0,03 Dasselbe saurevergiftet 
0,01 0,131 0,14 0,01 | e 
0,01 Arterienblut vom Hund 
0,02 (niichtern) 
0,02 Dasselbe 
0,02 
0,00 . 
0.01 
- - =: Arterienblut e 
007 0065 (O14 0,075 || “egegubbat ven, stgem 
0,08 weet 5 yy, See gabe von '/, kg Fleisch 
Durchsebn.: 0,03 | 0,03 


zur Verfiigung stehenden Methoden léBt sich schwerlich entscheiden, 
ob ein Teil des in 100 ccm Blut durchschnittlich gefundenen 0,03 mg 
NH,-N méglicherweise priformiert zugegen ist; jedenfalls sind diese 
Mengen aber so geringfiigig, daB der Organismus imstande sein muB, 
Ammoniak sehr effektiv aus dem Blute fortzuschaffen, da das Blut 
in der Pfortader, wie spater gezeigt werden wird, ebenso wie das meiste 
natiirlich vorkommende Wasser, Ammoniak in gréBeren Konzen- 
trationen enthalt. 

Aus den gleichzeitig ausgefiihrten Kontrollversuchen geht hervor, 
daB gréBere Ammoniakmengen im Blute nicht vorhanden gewesen 
sein kénnen, denn bekannte, zugesetzte Ammoniakmengen lieBen sich 
stets mit der namlichen Genauigkeit wiederfindea, die die Bestimmungen 
im groBen ganzen hatten. 


Biochemische Zeitschrift Band 194. 11 
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Zusammenfassung. 


Es werden Versuche geschildert, bei denen die ermittelic 
Ammoniak-N-Menge in Arterien- und Venenblut von _niichternen 
Hunden 0,03 mg pro 100 ccm betragt. Versuche tiber die Ammoniak.- 
bildung im Blute deuten allerdings gleichzeitig darauf hin, daB dic 
gefundenen — oder der gréBte Teil der gefundenen Ammoniakmengen 
nicht praiformiert gewesen ist; in einem einzelnen Falle, wo das Ver. 
suchstier vor der Blutprobenentnahme ein ungewoéhnlich reichliches 
Fleischfutter erhalten hatte, ausgenommen. 

Die Ammoniakbildung verlauft in Hundeblut von dem Augenblick 
der Entnahme an mit gleichmaBig abnehmender Geschwindigkeit ; dic 
Geschwindigkeit hangt namentlich von der Temperatur und in geringem 
MaBe von der Wasserstoffionenkonzentration ab, bei starkerer alkalischer 
Reaktion (py = 12) findet aber eine starkere Ammoniakbildung statt 
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Uber die Ammoniakbildung in den Nieren. II. 
Von 
Erik Gottlieb. 


(Aus dem medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 26. Januar 1928.) 


In bezug auf die Funktionen der Nieren ist das Hauptaugenmerk 
lediglich auf die Fahigkeit der Nieren, Stoffe auszuscheiden, die bereits 
im Blute vorhanden waren und deren Konzentrationsverhiltnisse 
zueinander sich gleichzeitig auf verschiedene Weise verirnderten, ge- 
richtet gewesen, und Nierenphysiologen haben sich staéndig mit Dis- 
kussionen dariiber beschaftigt, wie man sich den Verlauf dieser Vorginge 
zu denken habe. Da8 die Nieren aber auch fahig sind, durch Verbindung 
oder Spaltung ganz neue Stoffe zu bilden, ist, abgesehen davon, da8 
ihnen die Fahigkeit beigelegt wird, aus Benzoesiure und Glykokoll 
Hippursdure zu bilden, wenig bekannt. 

ds erregte daher nicht geringes Aufsehen, als Nash und Benedict! 
im Jahre 1921 die Ansicht vertraten, die Ammoniaksalze des Harns 
wiirden durch Ammoniakbildung in den Nieren gebildet. Nash und 
Benedict stiitzten ihre Anschauung auf die mittels Folin und Denis’ 
Methode* im Blute nachgewiesenen geringfiigigen, im Vergleich mit 
den im Harn ermittelten unverhailtnismaBig groben Ammoniak- 
mengen. 

Nash und Benedict stellten bei dieser Gelegenheit folgende Be- 
rechnung auf: 

Wenn die Geschwindigkeit des Blutstromes dureh die Nieren pro Minute 
in 100g Nierengewebe 150 ccm betrigt und die Nieren insgesamt 300 g 
wiegen, so betraégt die durchstrémende Blutmenge in 24 Stunden 648 Liter. 
Wenn ferner in 100 ccm arteriellem Blute 0,10 mg Ammoniak-N gefunden 
und diese Menge véllig beseitigt wird, so wird die gesamte Ammoniak-N - 
Ausscheidung im Harn fiir die gleiche Zeitspanne héchstens 0,648 g betragen 


kénnen. Diese Ammoniakmenge entspricht nun ungeféhr der im Harn 
normalerweise vorhandenen Menge. Nash und Benedict fanden aber, daB 


1 Nash und Benedict, Journ. Biol. Chem. 48, 463, 1921. 
2 Folin und Denis, ebendaselbst 11, 161, 1912. 
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der Ammoniakgehalt im arteriellen Blute nur 0,06 bis 0,12 mg pro 100 com 
betrug. Auch wenn der Ammoniakgehalt des Blutes durch die Nieren 
véllig beseitigt wiirde, wiirde die zugefiihrte Ammoniakmenge somit kaium 
so groB sein, wie die mit dem Harn normalerweise ausgeschiedene Menge. 
und das Nierenvenenblut miiBte alsdann kein Ammoniak enthalten. Gegen 
diese Berechnung mag eingewendet werden, da®B der durch die Nieren 
kreisende Blutstrom médglicherweise erheblich gréBer ist als berechnet, 
denn Starling und Verney! z. B. miissen bei Durchleitungsversuchen 600 ccm 
in der Minute pro 100 g Nierengewebe gebrauchen, um die Nieren in Titig- 
keit zu setzen. Andererseits vermag der Ammoniakgehalt im Harn bei 
Azidose um ein Mehrfaches gréBer zu sein als 0,6 g im Tage. 


Nash und Benedict fanden auch, daB8 der Ammoniakgehalt im Blute 
nach doppelseitiger Nephrektomie nicht stieg. Dies Verhalten war von 
Henriques und Christiansen*® bereits friiher bei Ziegen beobachtet worden 
und wurde nunmehr von anderer Seite bestétigt. So fand D. S. Russel* 
bei Patienten mit Nephritis sogar in Fallen, wo eine erhebliche Harnstoff- 
retention nachgewiesen wurde, den Ammoniakgehalt im Blute normal. 


Nash und Benedict fanden den Ammoniakgehalt im Nierenvenenblut 
auch nicht geringer, sondern im Gegenteil stets gr6Ber als im arteriellen Blute. 


Es lassen sich gegen Nash und Benedicts Versuche, wonach der 
Ammoniakgehalt im Nierenvenenblut zwei- bis dreimal so gro8 ist als im 
arteriellen Blute, gewisse Einwiinde erheben. Nash und Benedict schreiben 
(Nash und Benedict 1921, 8. 483), ,.wenn eine Ammoniakbildung in den 
Nieren stattfande und nicht jegliche Spur von Ammoniak mit dem Harn 
fortgeschafft wiirde, so ware zu erwarten, daB das Nierenvenenblut grébere 
Ammoniakmengen enthalte als das arterielle Blut.“ 


Gegen diesen Befund wurde von Dr. 7. Addis (Standford) ein ge- 
wichtiger Einwand erhoben, der Nash und Benedict brieflich unterbreitet 
wurde; danach sollte der héhere Ammoniakgehalt im Nierenvenenblut 
dort méglicherweise durch Riickdiffusion von Harnbestandteilen auf Grund 
von Kreislaufstérungen waéhrend der Blutprobenentnahme entstanden sein. 


In einer Ergénzung schildern Nash und Benedict* deshalb drei mit 
phlorrhizindiabetischen Hunden ausgefiihrte Versuche, wo auBer dem 
Ammoniakgehalt auch der Zuckergehalt im Arterien- und Nierenvenenblut 
bestimmt wurde. 


Diese Versuche zeigen eine Abnahme des Zuckergehalts, aber eine 
Zunahme des Ammoniakgehalts im Nierenvenenblut im Verhaltnis zum 
arteriellen Plute trotz betraéchtlicher Harnsekretion wahrend der Versuche. 
Dieselben zeigen somit, daB von einem zufalligen Riickergu8 von Ammoniak 
aus den Tuben nicht die Rede sein kann. 


Das der Hypothese von der Ammoniakbildung in den Nieren auch 
von anderer Seite bewiesene, groBe Interesse hat zu ahnlichen Ver- 
suchen wie den von Nash und Benedict ausgefiihrten AnlaB gegeben. 


1 Journ. of Physiol. 56, 353, 1922. 
2 Diese Zeitschr. 78, 177, 1916. 

3 Biochem. Journ. 17, 72. 1923. 

* Journ. Biol. Chem. 51, 183. 1922. 
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So haben Loeb, Atchley und E. M. Benedict’ die Ammoniakmenge 
im Blute aus der Arteria femoralis und den Nierenvenen bei vier Hunden 
und drei Kaninchen unter Anwendung einer ahnlichen Methodik be- 
stimmt und — ebenso wie Nash und Benedict — bei den Hunden im 
Nierenvenenblute merklich gréBere Ammoniakmengen, bei den 
Kaninchen aber sowohl im arteriellen als auch im Nierenvenenblute 
annaihernd die gleichen Mengen gefunden. 

V. Henriques® hat mit fiinf Hunden ahnliche Versuche angestellt. 
Dabei wurde die Ammoniakmenge in Serien von der Arteria carotis, 
der Vena cava und den Venae renales gleichzeitig entnommenen Blut- 
proben bestimmt. Henriques ist der Ansicht, daB seine Versuche Nash 
und Benedicts Theorie nicht bestatigen, denn es wurde kein erheblicher 
Unterschied in dem Ammoniakgehalt der drei GefaBgebiete gefunden; 
durchschnittlich war die Zahl fiir den Ammoniakgehalt im Nieren- 
venenblute jedoch auch hier héher. Dabei wurde nicht mit in Betracht 
gezogen, ob die Nieren gleichzeitig Harn produziert hatten. 

SchlieBlich hat Bliss* einige Versuche publiziert, wonach er auch 
in anderen Organen, z. B. in der Bauchspeicheldriise und in der Milz, 
Ammoniakbildung nachgewiesen haben will. Die von Bliss geschilderten 
Versuche ergeben jedoch nichts Sicheres und die fiir die Ammoniak- 
bildung im Blute angegebenen Zahlen erscheinen lediglich sehr ver- 
schieden und weisen nur darin eine gewisse Ubereinstimmung auf, dab 
das Blut der Venae renales und der Vena pancreatico-duodenalis durch- 
gehends mehr Ammoniak enthilt als das ‘arterielle Blut. Dessen- 
ungeachtet ist Bliss der Ansicht, daB das Harnammoniak itiberall im 
Organismus gebildet wird und daB die Nieren auBer ihrer Mitwirkung 
bei dieser Ammoniakbildung diejenigen Organe sind, welche Ammoniak 
auf dieselbe Weise aus dem Blute ausscheiden, wie das mit anderen 
Stoffwechselprodukten geschieht. Bei Nephritis und experimentell 
hervorgerufenen, uramischen Zustanden will Bliss auBerdem ermittelt 
haben, daB eine erhebliche Ammoniakausscheidung durch Erbrechen 
des Magenizhalts vor sich gehe, und daB dies der Grund sei, weshalb 
die Ammoniakkonzentration im Blute sich wahrend dieser Zustande 
nicht erhéht. In Anbétracht der von Luck* nachgewiesenen Fahigkeit 
der Magenschleimhaut, Harnstoff zu spalten, ist eine solche Anschauung 
durch die von Bliss geschilderten Versuche allerdings auch nicht be- 
wiesen. Die Versuche und die daraus gezogenen SchluBfolgerungen 
sind denn auch von Nash und Benedict® abgelehnt worden. 


1 Journ. Biol. Chem. 60, 490, 1924. 

2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 180, 39, 1923. 

% Journ. Biol. Chem. 67, 109, 1926. 

* Biochem. Journ. 18, 825, 1924; 19, 357, 1925. 
>’ Journ. Biol. Chem. 69, 381, 1926. 
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Eigene Untersuchungen. 


Aus den bereits an anderer Stelle? geschilderten Untersuchungen 
iiber den Ammoniakgehalt des Blutes erhellt, daB Nash und Benedicts 
Theorie von der Ammoniakbildung im Blute richtig sein muB. Es bietet 
jedoch Interesse, Versuche anzustellen, mit deren Hilfe man die 
Ammoniakbildung in den Nieren direkt zu beweisen verméchte. Es wiire 
ferner interessant, gleichzeitig zu untersuchen, ob man, auch wenn die 
Blutentnahme auf andere als die von Nash und Benedict benutzte 
Art und Weise bewerkstelligt wiirde, im Nierenvenenblute die von den 
genannten Forschern in diesem GefaiSgebiet ermittelten, verhaltnis- 
maBig groBen Ammoniakmengen finden wiirde. 

Es wurde deshalb der Versuch gemacht, den Ammoniakgehalt in 
arteriellem und in Nierenvenenblut zugleich festzustellen und, damit 
einhergehend, auch den Harn zu sammeln und den Ammoniakgehalt 
desselben zu bestimmen. Wenn das Nierenvenenblut alsdann mehr 
Ammoniak enthielt als das arterielle Blut, so brauchte man kein Mai 
fiir die durchstrémende Blutmenge zu haben, um zu zeigen, daB die 
im Harn gefundene Ammoniakmenge in den Nieren gebildet sein muBte. 

Es wurden insgesamt zwélf solcher Versuche ausgefiihrt, und fiir 
jeden Versuch wurden 5 bis 8 Paar Blutproben zur Analyse entnommen. 
Die simtlichen Versuche wurden mit Hunden ausgefiihrt, denen 1 oder 
2 Tage vorher 10 bis 20g in Milch aufgeléstes oder in Fleisch ein- 
gepacktes Calciumchlorid verabreicht wurde, damit ihre Nierenfunktion 
sich zu den Versuchen auf Ammoniakproduktion einzustellen verméchte. 
Die Eingabe von Calciumchlorid hat nimlich, wie Haldane, Hill und 
Luck* nachgewiesen haben, annihernd die gleiche Wirkung auf den 
Organismus wie die Jangsame Eingabe von Salzsiure. 

Die bei diesen Versuchen angewandte Methodik war allerdings nicht 
immer die gleiche, da das Verfahren sowohl bei der Blutentnahme als auch 
bei der Behandlung des Blutes nach der Entnahme den wahrend der Versuche 
gemachten Erfahrungen gem&8 allméhlich verbessert wurde. 

Bei den unten angegebenen sechs ersten Versuchen wurde das Blut 
nach der Entleerung schnell abgekiihlt, die Blutproben wurden aber waéhrend 
der Durchliiftung nicht, wie in der vorigen Abhandlung (1) geschildert, auf 
Eis gehalten. Es besteht daher die Méglichkeit, daB wahrend der Behandlung 
dieser Blutproben eine gréBere Ammoniakabspaltung stattgefunden hat 
als bei den darauf folgenden vier Versuchen, wo die Blutproben die ganze 
Zeit abgekiihlt gehalten wurden. Der dadurch entstandene Fehler diirfte 
jedoch kaum erheblich sein; und wenn die Versuche in diesen Zusammenhang 
mit einbezogen werden, so geschieht das, weil die zwischen dem Ammoniak- 
gehalt in arteriellem und in Nierenvenenblut gefundenen Verhaltnisse zu 
zeigen scheinen, da8 die Funktion der Nieren abnorm verandert wird, 


1 Henriques und Gottlieb, Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 254, 1924; 
Gottlieb, diese Zeitschrift 194, 151, 1928. 
2 Haldane, Hill und Luck, Journ. of Physiol. 57, 301, 1923. 
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wenn das Blut auf die von Nash und Benedict geschilderte Weise aus den 
Nierenvenen entnommen wird; sie bestétigen auBerdem die Theorie von 
der Ammoniakbildung in den Nieren. Die Bestimmungen wurden auf die 
in der vorhergehenden Abhandhing (I) geschilderte Weise ausgefiihrt. 

Bei den ersten beiden Versuchen (Versuch 1 und 2) wurde das Blut 
nach dem Offnen des Abdomens den Nierenvenen entnommen und die 
Miindung eines distal durch die Vena femoralis in die Vena cava empor- 
gefiihrten Katheters vor der Nierenveneneinmiindung angebracht, wihrend 
die Vena cava unterhalb der Nierenvenenzufliisse durch Unterbindung 
geschlossen wurde. Da sich aber herausstellte, daB die Harnsekretion 
nach einem solchen Eingriff nicht erfolgte, wurde das Nierenvenenblut bei 
den folgenden Versuchen (Versuche 3 bis 6 einschlieBlich) ohne vorherige 
Offnung des Unterleibes entnommen. Dies lieB sich dadurch bewerkstelligen, 
daB — ebenso wie friiher — ein Katheter derartig durch die eine Vena 
femoralis eingefiihrt wurde, daB die Offnung in der Vena cava vor der 
Nierenveneneinmiindung zu liegen kam; danach wurde die distale Blut- 
zufuhr nach der Vena cava verhindert, indem durch die andere Vena 
femoralis ein zweites Katheter eingefiihrt wurde, welches mit einem kleinen 
Ballon versehen war, der das Venenlumen vollig zu schlieBen vermochte, 
indem er sich, wenn er in der Vena cava wenig unterhalb der Nierenvenen- 
einmiindungen angebracht worden war, aufblihte. Nach beendigtem 
Versuch konnte man alsdann das Abdomen 6ffnen und kontrollieren, ob 
die Katheter richtig gelegen hatten. In zweien der ausgefiihrten zwélf 
Versuche erschien der Ursprung des mit diesem Verfahren eytnommenen 
Blutes nicht ganz zweifellos, weshalb dieselben nicht geschildert oder benutzt 
worden sind. 

Bei sémtlichen Versuchen wurden auBerdem in der Arteria carotis an 
der einen und in der Vena jugularis an der anderen Seite des Halses zu 
Blutprobenentnahmen bzw. intravenésen Einspritzungen Kaniilen, sowie 
zur Kontrolle der Harnsekretion in der Harnblase ein Katheter angebracht. 
Die Operationen wurden in Athernarkose ausgefiihrt und die Tiere wihrend 
der Versuche mittels betrachtlicher Morphineinspritzungen  schlafend 
erhalten. Die Zahlen geben den Ammoniakgelialt im Blute stets als Milli- 
gramm NH,-N in 100 ccm Blut an, wohingegen der Ammoniakgehalt im 
Harn fiir die Gesamtmenge des gesammelten Harns angegeben ist. 


Versuch 1. Niichterner Hund (Gewicht 13,5 kg). 





| 
, mg NHg-N in | mg NHN in 
Zeit artiellem Blut | Nierenvenenblut 


9607 bis 9650’ Operation mit Laparotomie 
9b55’ 0,00 0,09 
10 00 0,04 0,08 
10b03’ bis 1023’ Intravenése Injektion von 200 cem 
n/5 HCI in 2%igem NaCl 


10b40’ 0,04 0,10 
11 00 0,04 O11 
11401’ bis 11404’ Intraven ise Injektion von 35 ccm 
n/5 HCl in 2%igem NaCl 
11510’ 0,08 0,14 
11 20 0,07 0,15 
Durchschnitt: 0,04 O11 


Harnsekretion belanglos. 
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Versuch 2. 


Niichterner Hund (Gewicht 17 kg), vorher 2 Tage lang mit CaCl, behande|; 








Zeit H | Arterienblut Nierenvenenb|ut 





gbN0’ Operation mit Laparotomie 
10 30 0,09 0,24 
11 33 0,07 0,27 


10b45' bis 11503’ Intravendse Injektion von 300 cem 
n/lOHC! in 0,9%igem NaCl 
11400’ Injektion von 0,5 g Diuretin 
11 06 0,14 0,15 
11510’ bis 11512’ Injektion von 100cem n/10 HCl 
in 0,9°%igem NaCl 


11b30’ 0,09 0.25 
11 32 tees oe 0,27 
Durchschnitt: 0,10 0,22 


Keine Harnsekretion. 


Versuch 3. 
Niichterner Hund (Gewicht 18 kg), vorher 2 Tage lang mit CaCl, behandelt. 





Zeit Arterienblut | Nierenvenenblut 
9b 15’ Operation ohne Laparotomie 

9 50 (0,07) 0,04 

9 55 0,00 0,01 


10b00’ bis 10610’ | Injektion von 290 cem n/10 HCI in 
0,9%igem NaCl 
10615’ 0,04 0,03 
10 20 0,04 0,04 
10620’ bis 10640’ Injektion von 200 cem n/10 HCl 
in 0.9% igem NaCl 


10555’ 0,05 0,05 
11 00 aes i". oa 0,07 0,10 
Durchschnitt: 0,04 0,045 

Harnsektetion. 
9b 55’ bis 10h 55’: 29cem Harn mit 20,8 mg NH,-N. ‘ 


In beistehenden sechs Versuchen hat in sémtlichen Fallen eine Neu- 
bildung von Ammoniak in den Nieren stattgefunden. In den ersten 
beiden Versuchen (1 und 2), wo keine erhebliche Harnsekretion erfolgte, 
wurde naimlich im Nierenvenenblute ein bedeutend gréBerer Ammoniak- 
gehalt ermittelt als im arteriellen Blute, und zwar am meisten im 
Versuch 2, wo das Tier vorher mit Calciumchlorid behandelt worden 
war. Inden Versuchen 3 bis 6 einschlieBlich hingegen wurde im Arterien- 
und Nierenvenenblute annahernd der gleiche Ammoniakgehalt gefunden. 
in diesen Versuchen wurde aber gleichzeitig 0,25 bis 0,77 mg 
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Versuch 4. 
adelt Niichterner Hund (Gewicht 23kg) vorher 24 Stunden lang mit CaCl, 
— beltrandelt. 
venblut 
Zeit Arterienblut Nierenvenenblut 
9b15’ Operation ohne Laparotomie 
10 05 0,03 0,11 
10 07 0,03 0,02 
10620’ bis 10630’ Intravendse Injektion von 200 ccm 
n/LOHC! in O09%igem NaCl 
10635’ Intravendése Injektion von 200 cem 
0.9% igem NaCl + 1 g Diuretin 
10 40 0,038 0,06 
10 45 Injektion von 300 cem 0.9% igem 
NaCl 
10 50 0,03 0,03 
11 15 0,03 0,08 
11 30 0,02 0,01 
Durchschnitt: 0,03 0,04 
lelt Harnsekretion. 
eit. 
105 05’ bis 105 35’: 5cem Harn 
nblut 10 35 10 50: 8 ” 
10 50 ll 30: 27 mit 9,8 mg NH,-N 
| 
Versuch 54. 
Hund (Gewicht 26 kg), vorher 24 Stunden lang mit CaCl, behandelt. 
Zeit Arterienblut Nierenvenenblut 
gb)’ Operation ohne Laparotomie 
10 20 0,04 0,07 
10 25 0,02 0,03 
10h28’ bis 10837’ Injektion von 300ccem 20%iger 
Glucoselosung 
10b42' 0,04 0,08 
10 53 0.05 0.10 
11 20 Laparotomie und Abklemmung 
beider Ureteren , 
, 11 55 0,07 0,12 
_ 12 06 0,07 0.05 
sg Durechsehnitt: 0,05 0.07 
te, 
ik- Harnsekretion. 
im 10b 20’ bis 10b 38’: sehr geringe Harnsekretion 
en 10 38 ,, 10 47: 100ccm Harn mit 7,0mg NH,-N 
n- 10 47 10 57: 102 3,0 NH,-N 
Nl, 10 57 11 20: 62 6,0 NH,-N 
ng 11 20: Anurie 
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Versuch 6. 
Hund (Gewicht 26 kg) vorher 24 Stunden lang mit CaCl, behandelt. 





Zeit | Arterienblut Nierenvenenblut 


9615’ bis 9645’ Operation ohne Laparotomie 
Q9h55' 0,00 0,00 
9 59 0,00 0,00 
10b01' bis 10615’ Injektion von 300 ccm n/10 HCl 
in 20% iger Glucoselésung 
10b17' 0,00 0,00 
10 22 0,00 0,02 
10625’ bis 1040’ Laparotomie und 5 Min. lange 
Abklemmung der Nierengefabe 


10b42’ 0,02 0.08 
10 50 0,03 (verloren } 
11 15 0.03 0,02 
Durchsehnitt: 0,01 0,01 
Harnsekretion. 


9b 50’ bis 10h 10’: 18 eem Harn 
10 10 ,, 10 36: 236ccm = ,, mit 14mg NH,-N 
10 36: Anurie 


Ammonium-N in der Minute mit dem Harn ausgeschieden. Wenn von 
dieser Ammoniakmenge angenommen wiirde, daB sie nicht in den Nieren. 
deren Gesamtgewicht bei den verwendeten Versuchstieren durch- 
schnittlich nahezu 100 g betrug, produziert ware, so hatte das Arterien- 
blut, wenn man eine DurchfluBgeschwindigkeit von 100cem Blut 
in 100 g Organ pro Minute annimmt, entweder 0,3 bis 0,7 mg NH,-N 
enthalten miissen, oder aber, wenn man mit einem Ammoniakgelialt 
von 0,03 mg in 100 cem Arterienblut rechnet, so hatte die Durchflui- 
geschwindigkeit 10- bis 20mal so groB sein miissen; und in beiden 
Fallen hatte keine Spur von dem mit dem arteriellen Blute zugefiihrten 
Ammoniak im Nierenvenenblute tiberiggeblieben sein miissen. Da dies: 
Annahmen aber beide unméglich sind, so ist die Ammoniakprodukt ion 
in den Nieren durch die geschilderten Versuche als bewiesen zu erachten. 

Ein Vergleich der Versuche 1 und 2, wo die Harnsekretion 
schlecht, das Nierenvenenblut aber ammoniakreich war, mit den Ver- 
suchen 3 und 4, wo die Harnsekretion erhalten geblieben war, legt 
jedoch den Gedanken nahe, an der abnormen Nierenfunktion miisse 
der gréBere Eingriff, dem die beiden ersten Tiere unterworfen worden 
waren, schuld sein. Bei den nachsten Versuchen wurde daher unter- 
sucht, ob der hohe Ammoniakgehalt im Nierenvenenblute auf das 
Aufhéren der Harnausscheidung zuriickzufiihren ist. Dies wurde in 
den Versuchen 5 und 6 gepriift, indem man durch intravenése Ein- 
spritzung einer hypertonischen Zuckerlésung zunichst eine heftige 
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Diurese hervorrief und die Harnsekretion danach durch Abklemmen 
der Ureteren bzw. durch kurz dauernde Abklemmung der Nieren- 
gefiBe zum Aufhéren brachte. Keines dieser beiden Verfahren ver- 
mochte aber einen besonderen EinfluB auf den Ammoniakgehalt im 
Nierenvenenblute auszuiiben. 

Bei den folgenden Versuchen wurde ferner untersucht, ob die 
wahrgenommene abnorme Nierenfunktion durch Herabsetzung des 
Blutdrucks oder Abkiihlung der Nieren wahrend der Offnung des 
Abdomens verursacht sein kénnte. 

Bei den letzten beiden Versuchen (9 und 10) wurde die Ammoniak- 
konzentration im Pfortaderblut gleichzeitig mit untersucht. Das Blut 
wurde dem Stamm der Pfortader entnommen, indem durch eine kleine 
Laparotomie unter der linken Kurvatur durch die Milzvene ein Katheter 
dergestalt eingefiihrt wurde, daB die Offnung desselben ganz oben im 
Leberhilus zu liegen kam. 

Der Gedanke lag nahe, die von friiheren Untersuchern! im Pfort- 
aderblut gefundenen Ammoniakkonzentrationen méchten dort auch 
auf Grund des Eingriffs bei der Blutprobenentnahme entstanden sein. 


Versuch 7. 
Hund (15 kg) vorher 24 Stunden lang mit CaCl, behandelt. 





NHgsN im mg NH,:-N im 


Zeit Arterienblut Nierenvenenblut 
i 
9b30' Operation mit kurz dauernder 
Laparotomie 
10 55 0,00 0,02 
11 00 0,00 0,08 
Offnung des Abdomens und Reini- 
gung des Katheters in der Vena 
cava 
11 55 0,01 0,16 
12 00 Injektion von 500cem 18%iger 
Glucoselésung und 0,2 cem Adre- 
nalinlésung (1: 190) 
12 10 0,00 0,01 
‘ Wiederéffnung des Abdomens 
12 29 0,01 0,09 
12 25 0,02 10 
Durchschnitt: 0,01 | 0,07 


Die Harnsekretion war vom Begin der Laparotomie an bis kurz nach 
der Glucoseinjektion sehr gering. 
12h 00’ bis 12h 30’: 160 cem Harn mit 12,8 mg NH,-N. 


1 Nencki, Pawlow und Zaleski, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 87, 
26, 1895/96; Nencki und Pawlow, ebendaselbst 88, 215, 1896/97; Nencki 
und Zaleski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 38, 193, 1901 u. m. a. 
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Versuch 8. 


Hund (15 kg) vorher 24 Stunden lang mit CaCl, behandelt. 





Zeit 


9b30' 

11 00 

11 05 

11 10 

11 12 

11 32 
11432’ bis 11542’ 


11545’ 
11 50 


11 55 


10b 00’ 


ll 10 


Arterienblut Nierenvenen)h|y: 
Operation ohne Laparotomie 
0,00 0,038 
0.02 0,05 
Nackenstich u. kiinstliche Atmung 
0,04 0,07 
0,038 0,08 
Laparotomie und Abkiihlung der 
Intestina 
‘ 0.02 0,29 
Wiederholte Offnung des Ab- 
domens und wiederholte Ab- 
kihlung 
9,05 0,22 
Durchschnitt: 0,03 


bis 115 10’: 
» il SS: 


Harnsekretion. 


7,0cem Harn 


einige Kubikzentimeter mit Blut vermischter, 


dunkler Fliissigkeit 


Versuch 9. 


Niichterner Hund (Gewicht 40 kg). 





Zeit 


9b15’ 

10 00 

10 04 
10608" bis 10h20' 


10h24' 

10 28 

10 30 
10h50’ bis 11610’ 


11515’ 
11 25 
11 30 
11 40 
11 42 
11 45 


Arteriens | Nierens Pfortader: 
blut venenblut blut 
Operation ohne Laparotomie 
0,01 0,08 
(0,07) 0,07 
Kleine Laparotomie und Einfiih- 
rung von Kathetern durch die 
Milzvene in die Pfortader 
0,27 
0,29 
0,08 0,02 
Grobe Laparotomie und Revision 
der eingelegten Katheter 031 
0,32 
Abkiihlung der Nieren begonnen 
0,17 
0,15 0,25 
0,02 0,17 0,28 
Durchschnitt: 0,03 0,29 
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Versuch 10. 
Niichterner Hund (Gewicht 15 kg). 


rT 





. Arteriens Nierens Ptortader- 
Zeit blut venenblut blut 


9615’ bis 9645’ Operation ohne Laparotomie 
9b50’ 0,01 0,10 
9 55 0,02 0,10 
10500" bis 10515’ Kleine Laparotomie mit Einfib- 
rung von Kathetern durch die 
Milzvene in die Pfortader 
10618’ 0,30 
10 20 0,03 0,13 0,22 
10635’ bis 10550’ Grobe Laparotomie mit Revision | 
der eingelegten Katheter 


10655’ 0,05 0,25 0,14 

10 57 Abkihlung der Darme und Nieren 

11 00 0,05 0,29 0,18 

11 10 0,23 0,12 
Durchsehnitt: 0,04 | 0,18 


Deshalb wurde nach der kleinen eine groBe Laparotomie in der Mittel- 
linie ausgefiihrt, wodurch samtliche Unterleibsorgane der Luft aus- 
gesetzt und abgekiihlt wurden, und es wurden sowohl vor als auch 
nach diesem Eingriff Blutproben zur Analyse entnommen.! 

Wie aus den Versuchen erhellt, waren im Pfortaderblut standig 
verhaltnismaBig ,,groBe‘‘ Ammoniakkonzentrationen vorhanden, wo- 
gegen der Ammoniakgehalt des Nierenvenenblutes von den vorauf- 
gegangenen Eingriffen merklich abhangig war. 

Zu Beginn des Versuches 7 wurde, weil es nicht gelang, das Katheter 
mit dem Gummiballon anzubringen, eine kleine Laparotomie und eine 
Unterbindung der Vena cava ausgefiihrt. Im Verlauf des Versuches bildete 
sich in dem in der Vena cava befindlichen Katheter auBerdem Gerinnsel, 
weshalb das Abdomen wieder geéffnet und das Katheter herausgenommen 
und gereinigt werden muBte. Aus dem Versuch geht hervor, daB der 
Ammoniakgehalt nach diesen Eingriffen betriéchtlich, nach der Stimulation’ 
der Nierensekretion aber niedrig war. 

In den Versuchen 8, 9 und 10 nimmt man nach grofen Laparotomien 
ebenfalls ‘deutliche Vermehrungen des Ammoniakgehalts im Nierenvenen- 
blut wahr, und zwar in den Versuthen 9 und 10 auch wenn in diesem Gefab- 
gebiet vorher merkbare Ammoniakmengen vorhanden waren. 

In dem Versuch 8 wurde ein Nackenstich ausgefiihrt, um zu sehen, ob 
der auf die Weise hervorgerufene Blutdruckfall eine &hnliche Wirkung 
hervorzubringen verméchte wie die Laparotomie; in den Versuchen 9 und 10 
wurden die Diirme und Nieren versuchsweise mit kalt-feuchten Tiichern 
abgekiihlt, um zu sehen, ob dadurch ein weiterer Anstieg des Ammoniak- 
gehalts im Nierenvenenblut bewirkt werden kénnte; hinsichtlich der Ver- 
mehrung der Ammoniakmenge im Nierenvenenblut lie sich jedoch aus 
den Versuchen nicht mit Bestimmtheit erkennen, welche Beeinflussung 
seitens der Nieren derselben zugrunde lag. 
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Um zu priifen, ob der Ammoniakgehalt des Blutes sich bei Stasis 
vermehrt, wurden aus den Unterextremitaten einige Male Proben jenes 
Blutes entnommen, das sich den Versuchen zufolge distal von der Ab. 
sperrung in der Vena cava befand, es wurde in 100cem Blut aber nur 
0,01 bis 0,02 mg NH,-N gefunden. 

Aus den Versuchen erhellt, daB in Blut, welches von anderey 
GefaBgebieten als den Arterien herriihrt — 2. B. in Pfortaderblut und 
Nierenvenenblut — merkbare Ammoniakmengen gefunden werden 
kénnen, daf eine Erhéhung des Ammoniakgehalts im Nierenvenenblut 
bis gegen 0,20 mg oder dariiber aber auf abnorme Verhaltnisse wahrend 
der Blutprobenentnahme, wobei die Nierenzellen verletzt und dadure) 
gegen Ammoniak undicht geworden sein mégen, zuriickzufiihren sein 
dirfte. 

Die Untersuchungen iiber den Ammoniakgehalt des Blutes haben 
somit simtlich die Richtigkeit von Nash und Benedicts Theorie be- 
wiesen. Die Versuche zeigen ferner, daB kein Ammoniak in das Nieren- 
venenblut tibergeht, wenn die Nierenfunktion wahrend der Versuche 
erhalten geblieben und reichlich Harn produziert worden ist. Es ist 
daher denkbar, daB die Ammoniakproduktion in den Harnkanalen ver- 
haltnismaBig weit nach unten stattfindet — und zwar erst, nachdem 
die Riickresorption eines Glomerulusfiltrats beendigt ist und die 
Ammoniakproduktion hier als echte Sekretion vor sich geht. 

Damit wird auch verstandlich, wie es méglich ist, daB die Ammoniak- 
konzentration im Blute bei Saurevergiftung andauernd gleich Null 
oder nahezu gleich Null sein kann. Dies Verhalten wurde iibrigens 
durch die einem Hunde mittels Venenpunktur entnommenen Blutproben 
bestatigt ; besagtem Hunde waren nimlich so erhebliche Sauremengen 
eingegeben worden, daB das Verhiltnis zwischen NH,-N und Total-N 
im Harn 62 bzw. 53%, betrug. 

Das Blut enthielt unter diesen Umstanden, wo man sonst viel 
Ammoniak vorzufinden erwarten muBte, 0,00 bis 0,02 bzw. 0,03 bis 
0,02 mg NH,-N in 100 cem. 

Daraus folgt, daB das Ammoniak nicht in dem friither iiblichen 
Sinne als Saureneutralisator im Organismus zu betrachten ist, denn 
im Blute befindliche Saiuren werden durch dasselbe nicht neutralisiert ; 
es ist vielmehr als ein Stoff zu betrachten, der vom Organismus (d. h. den 
Nieren) bei der Ausscheidung von Sauren und zur Ersparnis seines 
wertvollen Alkalivorrats benutzt wird. 


Nun mag man fragen, woher das Harnammoniak denn stammen 
kann, wenn es den Nieren nicht als solches mit dem Blute zugefiilrt 
wird. 

Nash und Benedict (1921) (I. ¢.) beriihren diese Frage und sind 
ehestens geneigt, dem Harnstoff die Rolle als Muttersubstanz fiir das 
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Harnammoniak zuzuweisen. Es ist durch Versuche ,,in vitro’ (Przy- 
lecki+, sowie eigene, andererorts publizierte Versuche; Gottlieb? 1927) 
allerdings spaterhin nicht gelungen, eine harnstoffabspaltende Fahigkeit 
des Nierengewebes nachzuweisen; das will jedoch nichts besagen, 
da die lebenden Zellen vielleicht doch imstande sind, diese Funktion 
auszutiben. 


Es ist allerdings ebensowohl denkbar, daB die Ammoniakbildung 
in den Nieren auf Kosten eines Stoffes stattfindet, der ein Vorliufer 
(Vorstadium) des Harnstoffs ist, wenn dieser Vorliufer nur in dem 
kreisenden Blute vorhanden ist. 


In dieser Beziehung hat man sein Augenmerk vornehmlich auf 
zwei Stoffe gerichtet, die beide auf Grund chemischer Voraussetzungen 
Vorlaufer nicht nur fiir Harnstoff, sondern auch fiir Ammonium- 
carbonat sein mégen, da man beide auch im Blute gefunden zu haben 
glaubt. 


So wird Carbaminat seit Drechsels Untersuchungen® (1876) in 
den Handbiichern standig als Blutbestandteil genannt ; bei der modernen 
Kenntnis von der Reaktion des Blutes und der Chemie der!Carbamin- 
siure ist es aber ausgeschlossen, daB Carbaminat in nachweisbaren 
Mengen im Blute vorhanden ist (s. C. Faurholt*, 1921 und 1924). 


Man hat auch geglaubt, Cyanat im Blute gefunden zu haben 
(Montgomery®); dies ist aber durch anderenorts publizierte Versuche 
widerlegt worden (Gottlieb*), und die von Mozolowski und Taubenhaus* 
angestellten Versuche stehen auch damit im Widerspruch. 


Ebenso wie bei der von Nash und Benedict aufgestellten Berechnung 
ergibt sich, daB der gesuchte Ammoniakvorlaufer im Blute in einer 
Konzentration von erheblich mehr als 0,04mg N in 100ccm Blut 
zugegen sein muB; daher ist weder Carbaminat noch Cyanat als der 
gesuchte Ammoniakvorliufer zu betrachten, da ihr Vorhandensein im 
Blute in den erforderlichen Mengen als ausgeschlossen erachtet werden 
muB. 


i ‘ 


1 Przylecki, Arch. inter. de Physiol. 24, 13, 1924. 

2 E. Gottlieb, Dissertation Kopenhagen 1927. 

8 Drechsel, Ber. d. siichs. Ges. d. Wissensch. math.-phys. Kl. 27, 172, 
1876. 

* C.Faurholt, ,,Uber die Prozesse NH,COONH, + H,O = (NH,),CO, 
und CO, + H,O ZH,CO,“, Kgl. danske Videnskab. Selsk. math. phys. 
Medd. ILI, 20. Kebenhavn 1921; ,,Studier over Kuldioxyd og Kulsyre og 
over Karbaminater og Karbonater‘, Dissertation Kopenhagen 1924. 

5 Montgomery, Biochem. Journ. 19, 71, 1925. 

® E. Gottlieb, ebendaselbst 20, 1, 1926. 

? Mozolowski und Taubenhaus, diese Zeitschr. 181, 85, 1927. 











176 E. Gottlieb: Ammoniakbildung in den Nieren. I. 


Zusammenfassung. 


Es werden Versuche geschildert, die Nash und Benedicts Theorie 
von einer in den Nieren stattfindenden Neubildung von Ammoniak 
beweisen. In vier der angestellten Versuche wurden namlich in dey 
wahrend ihres Verlaufs produzierten Harn erhebliche Ammoniak. 
mengen ermittelt, die den Nieren nicht gleichze'tig mit dem Blut 
zugefiihrt waren. In sechs weiteren Versuchen wurde im Nierenvenen. 
blute erheblich mehr Ammoniak nachgewiesen als im arteriellen Blute, 
dies war namentlich der Fall nach Laparotomie, wo anzunelmen ist 
daB die Nierenfunktion abnorm verandert ist. 

Einige zum Zwecke der Ermittlung der Muttersubstanz des in den 
Nieren gebildeten Ammoniaks angestellte Versuche ergaben kein 
positiven Anhaltspunkte. 
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Einige Bemerkungen 
in bezug auf die Bestimmung von Cholesterin. 


Von 


H. Dam. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 26. Januar 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. { 


I. Kritik der Digitoninmethode. 


In ihrer urspriinglichen Form (Windaus'!) wird die Digitoninmethode 
bekanntlich in folgender Weise ausgefiihrt: das Cholesterin wird in 
50 Teilen siedenden 95 igen Alkohols gelést und darauf eine ,,1 °,ige** 
Léisung von Digitonin in 90°%igem Alkohol hinzugesetzt. Man laBt 
eine angemessene Zeit stehen, danach wird filtriert, mit Alkohol und 
Ather gewaschen, getrocknet und schlieBlich gewogen. Die Cholesterin- 
menge betragt alsdann das 0,243lfache des Gewichts des Nieder- 
schlags. Der Faktor 0,2431 ist stéchiometrisch berechnet auf Grund 
der Annahme, daB der Niederschlag aus genau 1 Mol jeder Komponente 
besteht. Die gebildete Additionsverbindung ist jedoch nach Windaus 
in 95%igem Alkohol bei 18°C in einem Grade léslich, der 0,004 g 
Cholesterin pro 100 ccm entspricht; daher schlug Windaus vor, den 
Faktor auf 0,25 zu erhéhen. 

Spater haben Fraser und Gardner® angegeben, die durch di¢ 
Léslichkeit in Alkohol bedingte Ungenauigkeit lieBe sich dadurch 
vermeiden, daB das Auswaschen mit Wasser erfolgt, indem man die 
Fhissigkeit mitsamt dem Niederschlag vorher bis zur Trockne eindampft. 

Thaysen® hat gezeigt, daB ein gewisser minimaler UberschuB an 
Digitonin angewandt werden muB, um brauchbare Resultate zu er- 
tielen, da bei Ausfallung mit einem unter dem Minimum liegenden 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 65, 110, 1910. 

* Proc. Roy. Soc. Ser. B, 82, 559, 1910 (s. auch Gardner und Gains- 
borough, Biochem. Journ. 21, 130, 1927). 

* Bidrag til Cholesterinets og Cholesterinaethernes fysiologiske Kemi. 
Dissertation Kopenhagen 1913. 
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DigitoniniiberschuB za niedrige Werte erhalten werden. Der erfor«:+. 
liche Uberschu8 ist nach Thaysen fiir die verschiedenen Lieferunge 
von Digitonin verschieden, derselbe schwankt zwischen 1,5 und 2.5 mg 
Digitonin pro Kubikzentimeter Fliissigkeitsmischung. Thaysen vert rit: 
ibrigens die Ansicht, daB bei Anwendung eines hinreichend grobey 
Digitoniniiberschusses die Léslichkeit des Cholesterin-Digitonids nich 
beriicksichtigt zu werden braucht. 

Nach Thaysen sollen die Unterschiede im Gewicht des Nieder. 
schlags bei verschiedenen Digitoninkonzentrationen allein durch dy 
Gleichung 

[CD] a 
[C].[D] 





bestimmt sein, wobei [C 1)], [C] und [)] die Konzentrationen (eigent lic: 
die Aktivitaéten) des undissoziierten Cholesterin-Digitonids baw. Cho. 
esterins und Digitonins bedeuten. 

Thaysens Anschauung wird im wesentlichen von Fex! geteilt. 

Es ist jedoch augenscheinlich, daB obige Gleichung keinen Aufseh|\ iB) 
dariiber zu geben vermag, warum man genaue Resultate erzielen so! 
obwohl man beim Waschen mit Alkohol zweifellos einen Verlust « 
Niederschlag erleiden muB. 

Damit die Menge Cholesterin-Digitonid (dissoziiert und undissv. ; 
ziiert), die nach der Ausfaillung in Lésung gehalten wird, bei wachsende» 
DigitoniniiberschuB belanglos werden soll, fordert die Gleichung, da! 
das Cholesterin-Digitonid in alkoholischer Lésung fast vollstandig i 
freies Cholesterin und Digitonin dissoziiert ist, daB K also klein ist. 

Die Menge (dissoziiertes + undissoziiertes) Cholesterin-Digitoni 
die nach der Ausfillung vorhanden ist, betragt namlich 
(CD) 

K.{D| 

Bei Vermehrung von [PD] nimmt also lediglich das letzte Glici 
der GréBe ab. Die GréBe von K ist allerdings nicht bekannt. 

Um zu untersuchen, welche Rolle das Auswaschen spielt, wurd 
folgender Versuch angestellt: zwei Proben von je 50 mg wasserfreie 
Cholesterins wurden in 5cem 96vol.-°%,igen Alkohols gelést, mit ; 
28 ccm Digitoninlésung (1g in 100 ccm) ausgefallt und iiber Nach 
stehengelassen. Der Niederschlag wurde in einem porésen Aluminium 
oxydtiegel (Alundumtiegel) abfiltriert? und mit 45 ccm 96vol.-°,iger 


1 Diese Zeitschr. 104, 82, 1920. 

? Beim Filtrieren von Cholesterin-Digitonid darf man nicht zu schar’ 
absaugen, weil der Niederschlag sonst einen festen, weniger leicht au 
waschbaren Kuchen bildet. 














[CD] + [C] = (CD) +4 
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*rford:.§ Alkohols und 30 ccm Ather ausgewaschen (Ohne daB der am oberen 
ferunge, | Rande des Tiegels befindliche Kautschukring von den Waschfliissig- 
1 2.5 mgff keiten benetzt wurde). Die Trockning erfolgte im Vakuum bei 98° C 
-vertrit: {bis zur Gewichtskonstanz. Danach wurde aufs neue mit der gleichen 
grobe, ff Menge Alkohol gewaschen, getrocknet und gewogen, nochmals mit 
ds nich: 30cem Ather ausgewaschen, getrocknet und wieder gewogen. (Der 
Niederschlag ist etwas hygroskopisch. Beim Stehen an der Luft kann 
Nieder.get bis 6°% Wasser aufnehmen.) Die Ergebnisse sind in der Tabelle I 
irch die zusammengestellt. 
Tabelle 1. 








Gewicht de ‘ 
eek 
mg mg "lo 
gentlic: ~ 
y. Choi.gy S8eh der ersten Waschung- - - - - “| 3 — " = 
wr ' {| a) 204,2 52 2.5 
felt. Nach der zweiten Waschung mit Alkohol < b) 202 1 48 2'3 
2 é 
nfschlwifFNach der zweiten Waschung mit Ather- - t) ay ~ ae 
Jen so! 
at Bei der Alkoholwaschung nimmt der Niederschlag also nicht un- 
erheblich an Gewicht ab, namlich etwa 2°, wahrend der Verlust beim 
a Waschen mit Ather ohne Belang ist. 
isenden ; od . 
ng, dat Da die Alkoholbehandlung somit einen Verlust herbeifiihrt, wahrend 
indie a man nach der ersten Auswaschung doch einigermaBen richtige Werte 
1 ist fiir die Cholesterinmenge findet (50,9 und 50,2 mg), so ist anzunehmen, 
| ‘toni daB die Zusammensetzung des Digitoninniederschlags derart mit, der 
8 Digitoninkonzentration variiert, daB bei einem, einen gewissen Betrag 
iiberschreitenden DigitoniniiberschuB eine gréBere Gewichtsmenge 
Niederschlag ausgefallt wird, als durch den Faktor 0.2431 berechnet 
ist, wonach ein Teil des Niederschlags sich beim ‘Auswaschen auflést. 
e Glied Um dies einwandfrei zu ermitteln, wurden folgende Versuche 







angestellt, wobei zum Auswaschen eine gesattigte Liésung von Chol- 
, wurdeBesterin-Digitonid verwendet wurde. 

erfreien 1,0g wasserfreien Cholesterins wurde in 200 ccm 9%6vol.-°,igen 
mit \BAlkohols gelést. Von dieser Lésung wurde eine Reihe Proben von je 
Nacti 5 cem (mit derselben Pipette, die dem MeBkolben gegeniiber mit Alkohol 
nimuUl Balibriert war) abpipettiert und mit verschiedenen Digitoninmengen 
ols Reefallt. Das zur Verwendung kommende Digitonin war das Mercksche 
Priparat ,,Digitonium crystallisatum™, das nach Windaus' aus 70 bis 










! Zeitschr. f. physiol. Chem. 150, 205, 1925. 
12* 
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besteht. Es wurde zunachst im Vakuum bei 98° getrocknet (der Wasser. 
gehalt betrug etwa 9°) und in 96 %igem Alkohol gelést, 2 g in 200 com 
Der Zusatz der Digitoninlésung erfolgte aus einer Biirette mit Glash aly 
bei gewohnlicher Zimmertemperatur. (Die Biirette war dem MeBkol |e), 
gegentiber mit Alkohol kalibriert.) Sogleich nach der Vermengung cer 
Flissigkeiten wurde das Becherglas mit einem Uhrglas bedeckt wn 
im Wasserbad bis zum Sieden des Alkohols erhitzt. Nachdem es dic 
Nacht hindurch stehengelassen war, wurde filtriert und mit 25 bis 
30 cem Alkohol, der durch zweistiindiges Schiitteln im Schiittelapparat 
und Filtration im voraus mit Cholesterin-Digitonid gesattigt war 
ausgewaschen. Diese Lésung mu einigermaBen frisch hergestellt sein 
da sie bei mehrtagigem Stehen eine geringe Menge eines flockigen 
Niederschlags abscheidet. 


Die Ergebnisse sind in Tabelle II sowie in Abb. 1 zusammengeste'lt 


Tabelle II. 


25 mg Cholesterin in 5 eem Alkohol — variierenden Mengen Digit oninlosuny 





Cholesterin, 








satenns Aus dem - | berechnet Prozen 
——— | pe a | Pun | Disiteold Durchschnitt “pats dem aus de 
nam UberschuB | =e -—- - 
” 0 24 98,2 ; ener . 
7,8 { 0 24 98.1 98,2 23.87 95 4 
~~ 2h eae 102,7 ' 
8,6 { 10 24 102.8 102.8 24.98 99.4 
25 24 104,2 F aia : 
9,7 ( 25 24 104.5 104,3 25,40 101.5 
50 24 1063 | : 
50 24 1056 | 1059 | 
50 18 105,5 wa) 
117 50 18 105.9 | 108.7 aoe 
, 50 30 1058 | 4058 - “, 
50 | 30 105.8 || 4 
50 48 1053 | att 
50 || 648 105.7 | 1055 
75 24 105,9 
75 24 106.9 » i on a7 
| 7% 24 106.0 
100 24 107,0 
15,6 100 24 108,1 107,5 26,13 104.4 
| 100 24 074 «| 


Aus den Ergebnissen ist ersichtlich, daB die Zusammensetzung 
des Niederschlags mit der Digitoninkonzentration variiert, dagegen 
besteht keine Variation mit der Ausfallungszeit, wenn dieselbe +0 
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lang ist, wie es in der Versuchsreihe der Fall war. DaB die Ausfaillung 
bei Verwendung ,,aquivalenter’ Mengen nicht quantitativ wird, beruht 
walrscheinlich darauf, daB das Digitortin nicht ganz rein ist!. 


In zwei Fallen, in denen 100%, DigitoniniiberschuB verwendet 
wurde, wurde untersucht, ob die Menge des Niederschlags durch wieder- 
jolte Auswaschung nicht veraindert werden kénnte. Das Gewicht 
war nach einer solchen Wiederauswaschung véllig unverandert. Mangel- 
haftes Auswaschen vermag iibrigens die hohen Werte nicht zu erklaren. 
denn es zeigte sich, daB die Tiegel mit 
jem Niederschlag bei Anfeuchtung mit “ | ’ 
\lkohol 2em vom Boden aufwarts 0,88 g 

etwa l,leccem Alkohol in den Poren 
enthalten konnten. Bei 100% UberschuB 
enthielt I,lcem Alkohol gerade 44mg ™ 
Digitonin, was lediglich den hohen Wert 
bei 100% Cherschu8 zu erklaren verméchte, 
wenn gar keine Auswaschung stattgefunden # 
hatte. l 50 00 


| 
Aus der Kurve in Abb. 1  erhellt, Abb. 1. 


. . _ : - Abszisse = °/) Digitoninuber- 
in welcher Weise die Digitoninausfallung ind Cates a Chole: 


sweckmaBig ausgefiihrt und berechnet ‘tern — — Pek. 
or U, ° 
wird. 

















Man verwendet eine so groBe Menge Digitonin, daB das Resultat 
auf dem flachen Teil der Kurve, also tiber 25%, zu liegen kommt. 
Die Berechnung geht in der Weise vor sich, da’ man zunichst das 
Gewicht des Niederschlags mit dem Faktor 0,2431 multipliziert, wo- 


' Im AnschluB an die obigen Ausfiihrungen sollen die Ergebnisse der 
Nachpriifung einer von A. v. Szent-Gyérgyi geschilderten Mikromethode 
(diese Zeitschr. 136, 107, 1923) hier kurz besprochen werden. Bei dieser 
Methode wird das Cholesterin in Aceton gelést. Zur Ausfallung dient eine 
Lésung von lg Digitonin in 50cem 80%igem Alkohol. Beziiglich der 
iibrigen, von der Windausschen Methode erheblich abweichenden Einzel- 
heiten sei auf die Originalabhandlung hingewiesen. Die ermittelten Zahlen 
waren stets sehr hoch (der Fehler schwankte, wenn mit dem Faktor 0,2431 
gerechnet wird, zwischen + 6 und + 16%). Wiederholtes Trocknen ver- 
besserte die Resultate nicht. Wenn man das Digitonin aber in der doppelten 
Menge Alkohol aufléste, waren die ermittelten Werte erheblich niedriger 
(Fehler von — 5 bis + 3%). Im Blindversuch (ohne Cholesterin) fand 
keine Fallung von Digitonin statt. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, 
daB die Zusammensetzung des Niederschlags bei dieser Mikromethode von 
der von Windaus angegebenen nicht nur erheblich abweicht, sondern auch 
von der Digitoninkonzentration abhangig ist. — 7'. Tominaga hat ebenfal!s 
die Beobachtung gemacht, daB die Methode von Szent-Gyédrgyi zu hohe 
Zahlen liefert (diese Zeitschr. 155, 119, 1925). 
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durch man die ,,theoretische* Cholesterinmenge Cy,.,, erhalt. Hieraus 
wird der ,,theoretische*‘ Digitoninverbrauch durch Multiplikation mit 
dem Faktor 3,115 (der aus dem Faktor 0,2431 berechnet ist) berechnet 
Der ,,theoretische‘ Digitoniniiberschu8 ist die Differenz zwischen der 
zur Ausfallung benutzten Digitoninmenge und dem _ ,,theoretischen’ 
Digitoninverbrauch. DaB der ,,theoretische‘’ und der wirkliche 
DigitoniniiberschuB etwas voneinander abweichen, ist, wenn nur der 
flache Teil der Kurve benutzt wird, ohne Belang. Auf der Kurve wird 
die dem Uberschu8 entsprechende Ordinate abgelesen, und dic 
, theoretische*‘ Cholesterinmenge mit dieser Ordinate dividiert. Dadurc} 
ist die ,,korrigierte’’ Cholesterinmenge C,,,,, endgiiltig bestimmt. 

Es ist nicht ohne weiteres vorauszusetzen, daB die gefundene 
Kurve fiir ein beliebiges Digitoninpriparat genau die namliche Lage 
hat, und zwar auf Grund der nicht ganz konstanten Zusammensetzung 
solcher Praparate. 

Die zur Auflésung des Cholesterins verwendete Menge Alkoho! 
darf nicht allzu sehr von der bei der Festsetzung der Kurve benutzten 
abweichen. Jeder Kubikzentimeter Alkohol kann nach Windaus oben 
zitierten Zahlen die 0,04 mg Cholesterin entsprechende Menge Chol- 


esterin-Digitonid in Lésung enthalten, und auBerdem andert sich die 


Bedeutung des Digitoniniiberschusses, wenn derselbe in einer anderen 
Konzentration vorhanden ist. Eine gewisse Variation ist immerhin 
zulassig. 

Wenn man z. B. in den 5cem Alkohol 37,5 mg Cholesterin hat 
anstatt 25 mg, so sollte die Alkoholmenge eigentlich auf 7,5 ccm, also 
um 2,5ccem erhéht werden. Diese 2,5ccm kénnten nach einfacher, 
der Léslichkeit entsprechender Berechnung eine 0,10 mg Cholesterin 
entsprechende Menge des Niederschlags in Lésung enthalten. Aus 
diesem Grunde miBte man also erwarten, etwa 0,27 °, zu viel zu finden. 
Wenn der DigitoniniiberschuB 50°, betrigt, so wird dies, wenn man 
die 2,5 cem Alkohol zuzusetzen unterlaBt, in der Konzentration dieselbe 
Bedeutung erlangen wie 55,6 °%, UberschuB, wenn die besagten 2,5 ccm 
Alkohol hinzugegeben wiirden. Die sich hieraus ergebende Differem 
betragt nach der Kurve 0,25%, der Cholesterinmenge. Zusammen- 
genommen werden die beiden Fehler 0,52 °%, betragen, was aber in der 
Regel ohne Belang ist. 


Il. Untersuchung iiber die Resistenz des Cholesterins einer Natrium- 
alkoholatldsung gegeniiber. 


Zur Verseifung von Cholesterinestern kommt die von Obermiiller’ 
eingefiihrte Methode mit Natriumalkoholat bekanntlich zur Verwendung. 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 16, 143, 1892. 
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Diese Methode wird nach Thaysen' und Fex* durch zwoélfstiindiges 
Erhitzen im siedenden Wasserbad mit einer aus 5g Na + 100 ccm 
absolutem Alkohol hergestellten Lésung ausgefiihrt. Nach Gardner* 
dagegen soll, wenn so viel Ather vorhanden ist, daB alles in Lésung 
gehalten wird, 24- bis 48stiindiges Stehen bei gewéhnlicher Zimmer- 
temperatur hinreichend sein. 

Es sind seinerzeit gegen die Verwendung von Verseifungsagenzien 
Kinwande erhoben worden; Darmstaedter und Liefschiitz* behaupteten 
namlich, das Cholesterin wiirde durch die Behandlung verandert. 
Thaysen und Fezs’ oben zitierte Arbeiten scheinen diese Kritik aber 
zu widerlegen. 

Die nachstehend geschilderten Versuche zeigen jedoch, daB bei 
der Behandlung mit Natriumalkoholat in der Tat ein Cholesterin- 
schwund eintritt. 

a) Vier Proben von je 0,25 g wasserfreiem Cholesterin wurden 
in konischen Kélbchen abgewogen. Zwei dieser Proben wurden mit 
10cem wasserfreiem (frisch destilliertem) Ather + 40 ccm frisch her 
gestellter Natriumalkoholatlésung (von 10g blank geschabtem und 
von Petroleum befreitem Natrium + 200cem absolutem Alkohol) 
versetzt, wonach die Proben, mit einem Uhrglas bedeckt, 72 Stunden 
stehengelassen wurden. Die weiteren zwei Proben wurden unter dem 
RiickfluBkiihler im kochenden Wasserbad 10 Stunden mit der gleichen 
Menge Alkoholatlésung erhitzt. Nach dieser Behandlung wurden jeder 
einzelnen Probe 60 ccm Wasser zugesetzt, und es wurde mit viermal 
200 cem frisch destilliertem Ather ausgeschiittelt. Der Atherextrakt 
wurde mit Wasser gewaschen, eingedampft, gewogen und in MeB- 
kolben in 50 cem 96%, igem Alkohol, wovon 5ccm zur Ausfallung mit 
11,7 cem Digitoninlésung abpipettiert wurden, aufgelést. In simtlichen 
Fallen wurde nachgewiesen, daB sich bei der fiinften Ausschiittelung 
mit Ather kein Cholesterin mehr extrahieren lie. Das Uberspritzen 
kleiner Mengen Ather bei der Offnung des Scheidetrichters wurde 
verhiitet durch Abkihlung desselben unter dem Wasserhahn vor dem 
Offnen. Die Ergebnisse sind in Tabelle III zusammengestellt. Daraus 
erhellt, daB der Cholesterinverlust bei Behandlung in der Warme 
6 bis 7%, betriigt. Gleichzeitig nimmt der Atherextrakt an Gewicht zu. 

b) Die Cholesterinmenge wurde auBerdem in einigen Eiern, einem 
Hiihnerembryo und einem Hihnchen bestimmt, und zwar wurden sie 
jedes fiir sich mit Alkali behandelt und extrahiert. Der Extrakt wurde 


l. ce. 

l. ec. 

Biochem. Journ. IS, L058, 1924. 

Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 31, 1122, 180s. 


- ewe 
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Tabelle 111. 
0,2500 g reines Cholesterin + 40 cem NaOH-Lésung. 





’ Zuwachs | ; | 
Gewicht an | Cholesterin- Digitonin: | 
_des |Trockens| Digitonid Mittel (j).5,. Uberschuf | (y,,, Differenz 
Extrakts | substanz 


| 0 0 | mg 0 } f 


0.2516 + 0,6 104.3 | ” eues . aac 
— | 1041 | 1042 |0,2587, 500,246 | — 16 
72 Std. 9 a 
© [fO2514| +06 | Ot T  |\104,7 }0,2548/ 50 [0,2475, — 1.0 
10stiind. | vest adhe Woe | 98,0/0,2381 58 0,2811 — 7.6 
Wasser- 
bad | 0.2612, +455 99-0 | 994 02416 56 (0.2341 — 6.4 


mit 40cem NaOH-Lésung 10 Stunden im kochenden Wasseriad 
verseift. Die Ausschiittelung geschah in der oben geschilderten Weise, 
und es wurde kontrolliert, daB bei wiederholter Ausschiittelung kein 
Cholesterin mehr extrahiert werden kénnte. Der verseifte Extrakt 
wurde in 96 %igem Alkohol in 50-cem-MeBkelben aufgelést. Es wurden 
zweimal 5 ccm zur Ausfallung mit Digitonin und 30 cem, die eingedampft 
und nochmals mit NaOH behandelt wurden, entnommen. Die vor und 
nach der zweiten Verseifung pro Stiick berechnete Cholesterinmenge 
ist aus Tabelle IV zu ersehen. Jede Zahlenangabe ist die aus zwei 
nicht mehr als 1°%, voneinander abweichenden Fiallungen ermittelte 
Durchschnittszahl. 


Tabelle 1V. 








Cholesterin, berechnet pro Stick 





nach der ersten nachderzweiten Differenz Differenz 
Verseifung Verseifung 
; * & & | %o 
Fi Nr20...... i 0g2 0,198 0,024 | 108 
_ oe | 0260 | 0,243 0,017 | 6,5 
SS See | 0276 | 0,257 0019 6,9 
Ei Ne.@O...... ll 0,270 0,247 0,023 8.5 
Embryo 52 ..... 0310 | 0,283 0,023 7,4 
Hihnchen 15 . .. . 0183 | O457 | 0,026 14,2 


SchlieBlich wurden folgende Versuche angestellt : 


10 Eier wurden zusammengemischt, mit Alkali behandelt und 
extrahiert. Der Extrakt wurde durch Abpipettierung aus dem Meb- 
kolben in Atherlésung in zehn gleich groBe Teile geteilt, die je ein Zehnte! 
der zehn Eier ausmachten. Die Extrakte wurden gewogen und teils 
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bei gewOhnlicher Zimmertemperatur, teils im kochenden Wasserbad 
genau so verseift, wie dies oben in bezug auf das reine Cholesterin ge- 
schildert ist. Das Cholesterin wurde darauf einerseits in den verseiften 
Extrakten, andererseits ohne Verseifung bestimmt. Die Ergebnisse 
sind in folgender Tabelle niedergelegt (CD bedeutet Cholesterin- 





Digitonid). 

cp Mittel " theor. Digitonin ‘ibereche® kort 

mg my ccm 9 mg 
a) 103.9 ~ 25,23 13.5 72 24.36 
ee eee | b) 103.8 a 25,20 13.5 72 24,34 
Verseifun c) 103.4 — 25,12 11,7 50 24,42 
veifung | 4) 1083) — 9510 117 50 24.40 
e) 103.2 _ 25.07 11,7 50 24,37 

10 stiindige 96,9 . — ax ‘ . 
Vesscifeng { 96.9 96,9 23,52 13.5 83,4 22.6 


im kochenden 93,0 
Wasserbad 94,2 


| 936 | 2275 135 | 9 21.9 
72 stiindige 98,6 . F ar ‘ 
Vv enaltong | 98,4 98.5 23.90 13.5 SI 23.0 
107.7 |) «as as 
1063 i 107,0 26,0 
104,2 
102,8 | 


13.5 67 25.1 
gew Do . 
Zimmer- 


9515 Qr = 949 
temperatur 103,5 25,15 13,5 73 24.2 


Die obigen Ergebnisse zeigen, daB man auch bei Benutzung der 
kalten Verseifung mit Natriumalkoholat bei Organextrakten nicht 
sicher ist, daB kein Cholesterin destruiert wird. 


Da die Verseifungsverfahren mithin mit Mangeln behaftet sind, 
liegt der Gedanke nahe, zur Bestimmung der Cholesterinester die 
kolorimetrische Methode zu verwenden. Die Kolcrimetrie gilt im all- 
gemeinen als nicht so sicher wie die Digitoninmethode, es ist aber klar, 
daB, wenn die kolorimetrisch bestimmte Esterfraktion nur einen ge- 
ringen Teil des Cholesterins betrigt, man jedenfalls eine groBe Genauig- 
keit der gesamten Cholesterinmenge zu erzielen vermag. 


Die Filtrate aus den Fallungen b, c, d, e wurden bis zur Trockne 
eingedampft und, nach Fex’! Angabe, mit Ather extrahiert, indem 
sie tiber Nacht mit Ather stehengelassen, filtriert, einige Minuten bei 
100° getrocknet, aufs neue mit Ather ausgezogen, wiederum iiber 
Nacht stehengelassen und schlieBlich nochmals filtriert wurden. 
Nachdem die Extrakte bis zu einem kleinen Volumen eingedampft 
waren, wurden sie quantitativ in kleine, mit Glasstopfen versehene 
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Behalter (25 ccm MeBkolben) gebracht, eingetrocknet und mit 5 ccm 
Chloroform + 2,1 cem einer frischen Mischung aus Essigsiureanhydrid 
und konzentriertem H,SO, versetzt. Nachdem sie 15 Minuten lang 
bei 35° im Wasserbad gestanden hatten, wurde der Extinktionskoeffizient 
in dem Gebiete 610 bis 618 wu in einem Hiifnerschen Spektrophoto- 
meter bestimmt. Als Standardlésung wurden 30mg wasserfreies 
Cholesterin in 100cem Chloroform pbenutzt. Der Extinktions. 
koeffizient (€) dieser Lésung war 0,730 (das Mittel aus zwei Proben, von 
deren jeder zehn Ablesungen genommen wurden). 


Tabelle V mag das Gesagte illustrieren. 


Tabelle \. 





Cholesterin ‘ 
e im Filtrat Pallong + Filet) 
mg 
b 0,523 1,08 25,42 
c 0,595 1,04 25,46 
d 0,486 0,98 25,38 
e 0,510 1,05 25,42 


Wenn man die oben geschilderte Berechnungsweise fiir die Digitonin- 
analyse anwendet, so ist die Kombination der kolorimetrischen mit 
der Digitoninmethode nur zulassig, falls das Cholesterin quantitatiy 
mit dem Digitonin ausgefaillt wird. Wenn z. B. nach der Ausfillung 
eine gewisse, von dem DigitoniniiberschuB abhangige Menge freies 
Cholesterin in der Lésung ware, so wiirde dies Cholesterin zweima! 
bestimmt werden, nimlich sowohl] aus dem Gewicht des Niederschlags 
als auch durch Kolorimetrie des Filtrats. 


Diese Voraussetzung ist zumindest erfiillt, wenn der Digitonin- 
tberschuB mehr als 30°%, betragt, denn das Filtrat von drei Fallungen 
aus reinem Cholesterin (25 mg in 5 cem Alkohol) mit 10,1 cem Digitonin- 
lésung erwies sich als véllig cholesterinfrei. Bei den auf die oben ge- 
schilderte Weise, jedoch mit einer geringeren Gesamtmenge Fliissigkeit. 
vorgenommenen Farbenreaktionen trat lediglich eine schwache gelbe 
Farbe zutage. 


Zusammenfassung. 
1. Der durch Ausfallung von Cholesterin in alkoholischer Lésung 


mit Mercks Digitoninum crystallisatum erzielte Niederschlag variiert 
in der Zusammensetzung mit der GréBe des Digitoniniiberschusses. 


2. Beim Auswaschen des Niederschlags mit Alkohol geht ein 
nicht ganz unerheblicher Teil davon in Lésung, weshalb das Aus- 
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waschen mit einer gesattigten Lésung von Cholesterin-Digitonid aus- 
zufiihren ist. 

3. Die Berechnung der Analyse ‘ist mit Hilfe einer im voraus 
festgelegten Eichungskurve auszufihren. 

4. Wenn die totale Cholesterinmenge in einem Gewebsextrakt nach 
vorheriger Behandlung mit Natriumalkoholat bestimmt wird, findet 
man auf Grund einer teilweisen Umbildung des Cholesterins zu niedrige 
Werte. 

5. Eine genauere Methode zur Bestimmung des Totalcholesterins, 
wenn die Esterfraktion klein ist, besteht darin, das freie Cholesterin 
erst mit Digitonin auszufallen und die Ester danach im Filtrat 
kolorimetrisch zu bestimmen. 








Die Synthese und Resorption 
des Cholesterins beleuchtet durch Versuche an Hiihnereiern. 


Von 
H. Dam. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 26. Januar 1928.) 


I. Die Cholesterinsynthese. 


Die Frage, ob Cholesterin im tierischen Organismus synthetisiert 
werden kann, ist unter anderem auf die Weise zu lésen versucht worden, 
daB man die Cholesterinmenge in frisch gelegten Hiihnereiern und in 
véllig entwickelten Hiihnerembryonen bestimmte, um zu sehen, ob sich 
wahrend der Ausbriitung eventuell Cholesterin bildete. Dies Ver- 
fahren hat den Vorteil, daB man die Schwierigkeiten vermeidet, die 
mit Cholesterinbalanceversuchen oder damit verbunden sind, die Tiere 
bei cholesterinfreier, im iibrigen aber hinreichender Diat zu erhalten. 

Andererseits ist eine sehr erhebliche Zunahme der Cholesterin- 
menge wahrend der Ausbriitung nicht von vornherein zu erwarten, da 
die Eier in frisch gelegtem Zustande ziemlich viel Cholesterin enthalten. 


Die ersten Versuche dieser Art wurden von Ellis und Gardner! aus. 
gefiihrt, die zu dem Ergebnis gelangten, daB ein Unterschied zwischen 
dem Cholesteringehalt der Eier und der Embryonen nicht nachgewiesen 
werden kénne. Gardner arbeitete jedoch mit einer nicht ganz einwand- 
freien Technik, da er den gréBten Teil des Cholesterins aus den Extrakten 
auskristallisierte und den Rest durch Umbildung in das schwerer 
lésliche Benzoat zu gewinnen suchte. 


Nach der Einfiihrung der Digitoninmethode haben Thannhauser 
und Schaber? diese Frage mit einer neueren Technik einer erneuten 
Priifung unterzogen. Sie gelangten zu dem Ergebnis, daB, pro Indi- 
viduum berechnet, in den Embryonen etwa 10%, mehr Cholesterin 
enthalten ist als in den Eiern. Ihre Versuche umfassen aber nur drei 


1 Proc. Roy. Soc. (B) 81, 505 bis 515, 1909. 
® Zeitschr. f. physiol. Chem. 127, 278, 1923. 
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Hier und drei Hihnerembryonen, weshalb die Méglichkeit, der ermittelte 
Unterschied kénne von individuellen Variationen herriihren, nicht 
abzuweisen ist. 

Mit der vorliegenden Arbeit wird beabsichtigt, dies Verhalten 
niher zu beleuchten. 


Analysierungsmethodik. 


Die Bestimmung des totalen Cholesteringehalts wurde mittels 
der in der vorausgehenden Abhandlung beschriebenen Kombination 
der Digitoninmethode mit der kolorimetrischen Methode ausgefiihrt. 
Die Extraktion ging in der Weise vor sich, daB Eier und Embryonen 
von der Schale befreit. und in geeignete Bechergliser gebracht wurden. 
Die Eier wurden mit einem Spatel zu einer ebenmaBigen Mischung 
verrihrt, wogegen die Embryonen mechanisch nicht zerteilt wurden. 
Jedem Ei oder Embryo wurden 35ccm 15°%iger Kaliumhydroxyd- 
lésung zugesetzt und, nachdem die Mischung tiber Nacht stehengelassen 
war, im kochenden Wasserbad erhitzt und gelegentlich umgeriihrt, bis 
auBer héchstens einigen Knochenfragmenten in den Embryonen keine 
festen Teile mehr wahrgenommen wurden, wozu héchstens 3 Stunden 
erforderlich waren. Nach angemessener Abkiihlung wurden etwa 
10 cem Alkohol zugegeben, um die von Seifen teilweise erstarrte Mischung 
fliissig zu machen, worauf mit sechsmal 200 ccm Ather im Scheide- 
trichter ausgeschiittelt wurde. Eine geringe, an einem Niederschlag 
von Calciumseifen haftende Emulsionsschicht, die sich an der Grenz- 
flache gelagert hatte, lieB sich auch durch Zusatz von etwas Alkohol 
und Stehenlassen bis zum niachsten Tage nicht trennen. Die sechs 
Atherextrakte wurden der Reihe nach mit viermal 30 ccm 2%(iger 
KOH und viermal 30cem Wasser ausgewaschen und dadurch von 
Fettsauren, Seife, und Alkali befreit, ohne daB Cholesterin mit dem 
Waschwasser fortgespilt wurde. Die Extrakte wyrden eingedampft, 
gewogen und in MeBzylindern in 96vol.-%igem Alkohol aufgelést und 
von dieser Lésung ein Zehntel jedes Eies oder jedes Embryos ent- 
sprechende Mengen abpipettiert. In den meisten Fallen waren 50 ccm 
Alkohol hinreichend, um den Extrakt von einem Ei oder einem Embryo 
bei gew6hnlicher Zimmertemperatur in Lésung zu erhalten. Wahrend 
der Ausfallung mit Digitonin war ein Zehntel des Extrakts stets in 


- 5eem Alkohol aufgelést. Mit Riicksicht auf das Vorhandensein von 
’ Cholesterinestern wurde der Sicherheit halber etwas mehr Ather ver- 


wendet als in der vorausgehenden Arbeit zur Auswaschung des Nieder- 
schlages angegeben ist, und zwar fiinfmal 5ccm. In jenen Fallen, wo 
fiinf Eier zugleich behandelt wurden, wurde die Ausschiittelung mit 
400ccem Ather vorgenommen, und zwar wurden alsdann acht Extrak- 
tionen verwendet ; die vereinigten acht Atherextrakte wurden nach der 
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Eindampfung bis zu einem passenden Rauminhalt ausgewaschen, und das 
Waschwasser wurde ein paarmal mit Ather ausgeschiittelt. Es wurde 
in samtlichen Fallen festgestellt, daB durch erneute Ausschiittelung der 
Wasserphase und des Waschwassers kein Cholesterin mehr extrahiert. 
werden konnte. Es wurde ferner festgestellt, daB es zulassig ist, dic 
Schalen nicht mitzunehmen, denn bei der probeweise ausgefiihrten Auf. 
lésung einiger Schalen in Salzsiure, Neutralisation, Eintrocknen, Aus- 
schiittelung mit Ather und Ausfiihrung von Liebermann - Burchards 
Farbenreaktion trat keine griine Farbe zutage. Es ist nicht notwendig. 
daB das WeiBe quantitativ mitkommt ; es kénnte sogar ganz fortgeworfen 
werden, da sein Cholesteringehalt im Verhaltnis zu dem des Dotters ver. 
schwindend ist. Dies wurde durch Hartkochen von 13 Eiern, Trennung 
von Dotter und EiweiB mit einem Messer und Analyse der zusammen. 
gemischten Eier festgestellt. Mittels Kolorimetrie wurden insgesamt 
6mg Cholesterin, also in jedem Ei 0,46 mg, gefunden. Eventuelle 
Knochenfragmente in den Embryonen brauchen nur mit Wasser und 
Ather abgespiilt zu werden; die Auflésung in Salzsaure ist nicht not- 
wendig. In fiinf Fallen, wo solche Knochenfragmente gefunden wurden, 
wurde festgestellt, daB sie keine nachweisbaren Cholesterinmengen 
enthielten. (Auflésung in Salzsiure, Extraktion, Auswaschung, Ein. 
dampfung und Anstellung der Farbenreaktion.) Es ist nicht von vorn- 
herein als ausgeschlossen zu erachten, daB bei Verwendung von 15°, 
KOH etwas Verseifung von Cholesterinestern eintritt, dies spielt aber 
keine Rolle, wenn es sich darum handelt, die gesamte Cholesterinmenge 
genau zu bestimmen. Das starke K OH ist in solchem Falle zweckmabig, 
denn dadurch wird fast alles Neutralfett verseift, so daB die Extrakte 
70 bis 90°% Cholesterin enthielten. Es wurde durch zwei Kontroll- 
proben von 0,2500 g reinen, wasserfreien Cholesterins festgestellt, dal 
dasselbe durch 3stiindiges Erhitzen mit 15% KOH und Aus. 
schiittelung nach obiger Angabe quantitativ wiedergefunden werden 
kann. Es wurden 100,0 bzw. 99,7°% wiedergefunden. 

Gardner und Gainsborough! berichten, man kénne unter anderem 
in Blutplasma Cholesterinverbindungen nachweisen, die in Wasser 
léslich, in Ather jedoch unléslich seien und sich mit Alkali nicht spalten 
lassen. Derartige Verbindungen sollten sich bei mehrstiindigem Kochen 
mit Eisessig und etwas HC] und darauf folgender Extraktion mit Ather 
zu erkennen geben, nachdem alles freie Cholesterin und die tiblichen 
Ester beseitigt waren. Um sicher zu sein, daB die oben beschriebene 
Methodik aus diesem Grunde nicht mit einem systematischen Fehler 
behaftet ist, wurden die mit Ather extrahierten Wasserphasen sowoh! 
von Eiern als auch von Embryonen in der unten zu beschreibenden 


1 Biochem. Journ. 21, 130, 1927. 
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Versuchsserie 2 auf solche mit Alkali unspaltbare Ester untersucht. Die 
ganze Wasserphase und das erste Waschwasser wurde mit HC] schwach 
sauer gemacht, die ausgeschiedenen Fettsiuren wurden mittels zweier 
Atherausschiittelungen beseitigt, und nach vollstandiger Neutralisation 
wurde bis zur Trockne eingedampft. Der im Vakuum getrocknete 
Riickstand wurde mit 150 ccm Eisessig + 1 cem konzentriertem HCl 
bis zu schwachem Kochen — 4 Stunden lang — erhitzt. Nach der 
Neutralisation wurde zweimal mit Ather ausgeschiittelt. Der Ather- 
extrakt wurde gewaschen und getrocknet; er enthielt einen winzigen 
Trockenstoffrest, der véllig negative Liebermann-Burchardt-Reaktion 
(ausgefiihrt mit einem Zehntel des Extrakts) ergab. 


Die Ausfiihrung des Versuchs. 

Eine Henne und ein Hahn (weibe Italiener) wurden in einen im 
Freien aufgestellten, mit Kiesboden versehenen Kafig gebracht und mit 
einer Kornmischung von konstanter Zusammensetzung (Hafer, Gerste, 
Weizen und Mais) gefiittert. Die ersten neun Eier wurden nicht ver- 
wendet. Danach wurden die Eier gesammelt, gewogen und jedes zweite 
Ki in den Brutschrank gebracht. Die Ausbriitung wurde /am 20. Tage 
unterbrochen. Es wurde untersucht, ob die Embryonen vollig entwickelt 
waren. Es wurden lediglich solche Serien von Eiern verwendet, bei 
denen es gelang, gerade jedes zweite Ei véllig entwickelt zu bekommen. 
Die Embryonen wurden mit Ather getétet und die Analyse wurde 
in der oben beschriebenen Weise ausgefiihrt. 

Serie 1 umfaBt zehn in dem Zeitabschnitt vom 22. Mai bis 4. Juni 
gelegte Eier. Das Gewicht der fiinf ausgebriiteten Kier betrug in frisch 
gelegtem Zustande 273,8 g, das der fiinf nicht ausgebriiteten 261,7 g. 

Serie 2 umfaBt ebenfalls zehn in dem Zeitabschnitt vom 23. Juli 
bis 20. August gelegte Eier. Die fiinf ausgebriiteten Eier wogen in 
frisch gelegtem Zustande 278,0g, die nicht ausgebriiteten 272.6 g. 

In Serie | wurden die fiinf Eier vor der Analyse zusammen- 
geschlagen, und dies geschah auch mit den Embryonen. 

In Serie 2 wurde jedes einzelne Ei fiir sich analysiert, wahrend 
die Embryonen zusammengeschlagen wurden. 

Die Analysendaten sind in Tabelle I niedergelegt. Die Zahlen 
beziehen sich auf !/,, Ei bzw.'/,) Embryo. In bezug auf die Berechnung 
der Analysen verweise ich auf die vorausgehende Abhandlung. ('D be- 
deutet Cholesterindigitonid, ¢ ist der Extinktionskoeffizient. Die 
in [ ] angefiihrten Werte fii: ¢ beziehen sich auf die Halfte der Filtrat- 
menge, denn in vereinzelten Fallen war das Filtrat so cholesterinhaltig, 
daB, wenn nicht verdiinnt wurde, der auf dem Spektrophotometer 
abzulesende Winkel auBerhalb des empfindlichen Gebietes (50 bis 70°) 
gefallen wire. 
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Tabelle I. 





| gl , at 
- . -2 & Se, .s 
: x EF ea sf) esi) 5 
c : ss = <j s sf. | : = em 2 z 
a CD | Mittel | 38/55) Ee | rites | Mittel 33% e= 
a |& |63| 6) 43) ~4 
Nr. mg ~ | com | % | mg | mg | mg 
| ra ; 
Embryonen 1°45) 1046 25,40 15,5, 96 24.36 Peak | 0,966 | 1,99 26,35 
| , 


104,3 


. Nicht 
entwichelte 29.9 10,0 24,31 12,5 65 |23,51| a 0,482 0.99 24.50 
Kier * | Sere 

| . ail 

Embryonen 1300 | 130.5 31,70 13,0. 31 31,10|[ 0765] [0,775] 3,18 34.30 


“1 | | 
Ki gelegt 1208) 1913 2950 12,5. 36 28,86) 9823 | og39 1.71 30,00 
‘am 25. VII. 121,7 | 0,842 


Ki gelegt  111,4| ee ee (0,421) on oe 

. am 29, VIL. 112.4 111.9 27.29 12.5 47 |26,47| 0,877 0,860 1,77 28 3 
| Ei gelegt | 125.2) ,o- 9 — 0,712 | a tee 
jam 4. VEIL 125.4 125,3 30,47) 12,5 82 |29,90) 9740 | 0,711 | 1,46 (81,30 


| 
| Ei gelegt | 125.9) ,o. . ~| 0,917 _ 
‘am 9. VIII. 126,9| 1264 30,72 12,5 30 |30,15) q’ggq | 0,908 | 1,86 32.0 


Ei gelegt 1236... on| a4 |a0.40|{0:884]| —_ 
am 26 VEIL, 1233 1234 80,00 12,5, 34 29,40 [o'sa3 | [0,839] 3,44 32,80 








Der Fehler in den Doppelbestimmungen des Gesamtcholesterins 
betragt in irgend einem beliebigen Falle schwerlich mehr als 1,5°,, 
Das freie Cholesterin ]aBt sich, wenn man das hier benutzte Ausfallungs- 
verfahren verwendet, sozusagen stets mit einer Genauigkeit von weniger 
als 1% bestimmen, und die spektrophotometrischen Bestimmungen 
der Ester im Filtrat des Digitoninriickstandes kénnen auf Grund der 
geringen, relativen Menge der Ester kaum einen 0,5°%, des gesamten 
Cholesteringehalts tibersteigenden Fehler bewirken. Die Extraktion 
ist als fehlerfrei zu betrachten. _ 

Aus Tabelle II erhellt, daB in beiden Serien mehr Cholesterin in 
den Embryonen enthalten ist als in den Eiern, gleichviel, ob die Chol- 
esterinmenge pro Individuum oder in Prozenten des Gewichts der 
frisch gelegten Eier berechnet wird. Im letzteren Falle ist die Zunahme 
in Serie 1 allerdings ganz gering. Vermutlich bedeuten die Zahlen pro 
Individuum mehr als die Prozente des Gewichts der frisch gelegten 
Eier, da das Gewicht des Dotters, worin sich das Cholesterin befindet, 
bei derselben Henne wahrscheinlich konstanter ist als das Gewicht 
des ganzen Eies. Aus den Analysen der einzelnen Eier in Serie 2 ist 
ersichtlich, daB keines der untersuchten Eier einen Cholesteringehalt 
hat, der den durchschnittlichen Cholesteringehalt der Embryonen 
ubertrifft. Da die beiden Serien jedoch nur je fiinf Eier und fiinf 
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Tabelle II. 
Absol. Cholesterinmenge Cholesterin 
a Gewicht 
FS der frisch in °/9 d. durch» in °/9 der durche 
Z gelegten schnittl. Chole in °/y des Ges | schnittl. Chol- 
Eier mg esterinmenge _wichts d. frisch esterinmenge 
der nicht ent gelegten Eier der nicht ent+ 
Nr. g wickelten Eier | wickelten Eier 
Embryonen || or ” 
(durehschn.) ||| 54,8 263.5 107,6 0,481 102.8 
1) Nicht ent- 
wickelte Eier 52.3 245.0 100,0 0.468 100.0 
(durchschn. ) 
Embryonen . P > ¥49 . 
(urdedn) 55,6 | 3430) 1106 0,617 108,5 
Nicht ent- | 
wickelte Kier 54,5 310,0 100,0 0,569 100,0 
(durchschn.) 
Ei gelegt » ‘ » -_ ' 
am 25. VIL 54,6 306,0 98.6 0,560 98.4 
2 Ki gelegt | ~ 9 ne F 
am 29. VIL. | 54,7 283.0 91.4 0.521 91,5 
Ei gelegt | xp , “i | 
am 4. VIII. || 56,1 313.0 101,0 0,559 98,3 
Fi gelegt | xo : a 
am 9. VIL. | 52,1 320,0 103,1 0,610 107,1 
Ei gelegt | -- ane 
am 20. VIIL. | 55,1 328,0 105.9 0,596 104,9 





Embryonen umfassen, so wird sich erst mit vélliger Sicherheit fest- 
stellen lassen, ob eine Synthese wahrend der Ausbriitung stattfindet, 
wenn fortgesetzte Untersuchungen standig in die gleiche Richtung 
weisende Resultate ergeben sollten. 


II. Die Resorption. 


Meines Wissens ist bisher nicht versucht worden, die Frage nach 
der Resorption des Cholesterins dadurch zu lésen, daB man untersuchte, 
ob es méglich wire, durch Fiitterung der Hiihner mit cholesterin- 
reicher Nahrung eine Vermehrung der Cholesterinmenge in den Eiern 
hervorzurufen. 


Die hier zu beschreibenden Versuche wurden mit einer Henne 
(weiBe Italiener) angestellt, die allein in einem im Freien aufgestellten 
mit Kiesboden versehenen Kafig gehalten wurde. Der Henne wurde eine 
konstant zusammengesetzte Nahrung, die aus 1 Teil Hafer, 1 Teil Gerste und 
je 2 Teilen Weizen und Mais bestand, sowie ferner taglich 5 g gereinigtes 
Kokosfett (Palmin) dargereicht, welch letzteres geschmolzen und mit 
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ay “Gewicht — 
wall a ac 
Ubersicht iiber Versuch 1. 
5 ee 
. | (8 nicht verwendete Kier) 
21. V 48,1 
22. V 48,7 | 
24. V 55,1 'p Vorperiode 256,4 g 
25. V 50,9 | 
a 27. V 53,6 
0S . 
“a> (11 nicht verwendete Eier) 
wees ; 
32 )17. VL 56,1 
ges ) 18. VI. 50,2 
2 =, | 20. VI. 58,2 Hauptperiode 274,5 g 
= S°. | 21. VI 52,8 | 
aso (23. VI 57,2 
(11 nicht verwendete Eier) 
13. VII. 60,2 
14. VIL. 52.4 | 
16. VIL. 57,1 Nachperiode 284,4 g 
18. VII. 56.9 | 
20. VII. 57,8 
Ubersicht itiber Versuch 2. 
(14 nicht verwendete Eier) 
15. VII. 53,8 
16. VIII. 59,0 
17. VII. 55,4 Vorperiode 283,6 g 
19. VIII. 61,2 | 
20. VIII. 54,2 
we - 
of = ; - 
“Eo (10 nicht verwendete Kier) 
ids , 
De.) 9. Ix. 61,4 
S235] 9 Ix. 59.5 | 
BS > ]11. IX. | 59,4 |} Hauptperiode 293,2 g 
Se =| 16 Ix. 61,1 | 
™ (18. IX. 51,8 





einem kleinen Teil der Kornmischungen ausgeriihrt wurde. In Versuci | 
wurde in einer Periode taglich 1 g Cholesterin (mit 1‘mol. H,O) mit 
dem Palmin zusammengeschmolzen, in Versuch 2 auf gleiche Weise 
die aquivalente Menge Cholesterylpalmitat, namlich 1,6 g. Das chol- 
esterinhaltige Futter wurde morgens in einer Schale dargereicht, dic 
auf einen groBen hélzernen Boden gestellt war, um zu verhiiten, dai 
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die Henne das Cholesterin in den Kies hineinwiihlte. Es wurde jedesmal 
iiberwacht, daB sie alles Cholesterin auffraB. 

Da der Dotter 10 bis 12 Tage braucht, um sich von HanfkorngréBe 
bis zur vollen GréBe zu entwickeln, ist es notwendig, eine angemessene 
Zeit zwischen den Versuchsperioden verstreichen zu lassen, damit die 
in jeder einzelnen Periode gelegten Eier von dem in der vorhergehenden 
Periode dargereichten Futter véllig unbeeinfluBt sei. 

Der Verlauf der Versuche geht aus der vorstehenden Ubersicht 
hervor. In Versuch 2 war es unméglich, eine Nachperiode zu erhalten, 
weil die Henne nach dem Abschlu8 der Hauptperiode aufhérte, Eier 
zu legen. 

Die Eier aus jeder Periode wurden vor der Analyse, die der im 
ersten Abschnitt enthaltenen Beschreibung gem&B ausgefiihrt wurde, 
zusammengeschlagen. 

Die Daten der Analysen sind in Tabelle II] wiedergegeben. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle IV zusammengefaBt. 


Tabelle I1I. 


Analysedaten pro '/y) Ei. 





t =~ > - a Ss. 
| s | 2,/83 2§ | 2BE 2 
| ~ | 88183 23 P See gs 
cp |Mitee < 23/26 2S idee Mitte: 32* §2 
9 6 las 6 84 |°8 
3 P 
mg S com | %o mg mg mg 
Versa t 10eg | 107,0 | 26,00 | 12,5 54 25,20, 945s | 0,488 | 1,00 | 26,2 


Vorperiode 106.9 
Hauptperiode | 195-9 | 132,4'| 82,20 17,0 70 31,10 bed [9,653] | 2,69 33,8 


Nachperiode 1161 116,2/ 28,26 14,0 52 27,45) 0535 o517 1,06 28,5 


116,3 
Versuch 2 109,8 ite rye 0.509 Po es 
Vorperiode | 110.4 06,8 | S878 14,0 68 25,85 0.554 0,582 1,09 27,0 
0,574 


«1 127,8| son ‘ rach pay 
Hauptperiode | 1373  127,4| 81,00, 17,0 55. 30,50 [de70] [0,572] 2,35 32,9 


Sowohl in dem mit freiem Cholesterin als auch in dem mit Chol- 
esterylpalmitat angestellten Versuche findet somit ein recht erhebliches 
Ansteigen in der Cholesterinmenge statt (etwa 20%). Die Méglichkeit, 
daB dieser Anstieg von Zufalligkeiten herriihrt, ist namentlich in An- 
betracht des langen Zeitraums, iiber welchen sich der Versuch erstreckt, 
natiirlich nicht ganz von der Hand zu weisen; der verhaltnismabig 
hohe Wert des Anstiegs sowie der Riickgang in der Cholesterinmenge 
von der Haupt- zur Nachperiode im Versuch | auf einen nahe bei dem 

13° 
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Tabelle IV. 
Ubersicht iiber die Ergebnisse. 





Durchschnitt der Differenz berechnet Differenz berechne: 





aon e 
cu 4 . 

2° o28 2 Vors und Nach+ aus der absoluten aus dem 

2268 =32= iode Cholesterinmenge Cholesterin 

CSe 38 ee s ie = s - : 

2329 | 30-3 ——— —— 

<45 38 [3H 2) der in ° in 
Ces 2735 absoluten b) des °/» mg =e a a, 
mg o= = Menge on a) vor 


Versuch 1 

Vorperiode 262 , 0,511 
Hauptperiode 338 0,615 0.274 0506 0064 233 O109 218 
Nachperiode 235 =—0.501 

Versuch 2 


Vorperiode 270 0476 | =. 
Hauptperiode 329 0560 | = 0,059 | 218 0,084 Wi 


der Vorperiode liegenden Wert diirfte jedoch eine sehr wesentliche 
Stiitze fiir die Annahme bilden, daB das Ansteigen auf die Resorption 
und den Ubergang in die Eier zuriickzufiihren ist. 


Zusammenfassung. 


1. Bei Bestimmung des Totalcholesterins in véllig entwickelten 
Hiihnerembryonen und in frisch gelegten Eiern wurde in zwei Versuchs- 
serien ein Anstieg (von etwa 10°, berechnet pro Individuum) ermittelt 
der jedoch nicht erheblich genug ist, um mit Riicksicht auf das be- 
schrankte Versuchsmaterial mit vélliger Sicherheit entscheiden zu 
kénnen, ob derselbe auf Synthese oder auf eine zufillige Variation 
zurickzufihren ist. 

2. Cholesterinverbindungen, die sich lediglich mit Ather nach 
Erhitzung mit Eisessig extrahierer, lassen, konnten weder in Hiithnereiern 
noch in Hiihnerembryonen nachgewiesen werden. 

3. Nach Fiitterung mit freiem Cholesterin bzw. mit Cholestery!- 
palmitat stieg die Cholesterinmenge in den Eiern mit etwa 20°,. 
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Ein insulinartiger Kérper in der Hefe. 
Von 
Ulf von Euler. 


(Aus der pharmakologischen Abteilung des Kénigl. Karol. Instituts, 
Stockholm.) 


(Bingegangen am 30. Januar 1928.) 


Die recht bedeutende Ahnlichkeit zwischen den Vorgiingen bei dem 
Kohlehydratstoffwechsel im Tierkérper und in den Pflanzen, unter 
denen hier in erster Linie die Hefe beriicksichtigt wird, stellt fiir die 
Frage nach der Bedeutung des Insulins fiir die diesbeziiglichen Stoff- 
wechselprozesse eine Tatsache von allergréBtem Interesse dar. Wir 
wissen, daB das Insulin fiir den normalen Kohlehydratstoffwechsel der 
héheren Tiere unentbehrlich ist ; dagegen ist die Frage nach der etwaigen 
Notwendigkeit oder Rolle des Insulins bei den (in weiterem Sinne) ent- 
sprechenden Vorgingen in den Pflanzen, und zwar in der Hefe noch 
in keiner eindeutigen Weise beantwortet. Dies hat seinen Grund zum 
Teil darin, daB es noch nicht gelungen ist, in der letzteren Insulin oder 
einen gleich wirkenden Stoff einwandfrei nachzuweisen. Die Méglich- 
keiten eines Insulinnachweises werden dadurch erheblich erschwert, 
daB das hypothetische Hormon bei den Pflanzen mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit nicht wie bei den Tieren in einem besonderen Organ in 
relativ hoher Konzentration aufgespeichert ist, sondern, wenn es tiber- 
haupt vorkommt, iiber den ganzen an dem Kohlehydratstoffwechsel 
beteiligten Pflanzenkérper verteilt ist. Da die physiologisch wirksame 
Konzentration des Insulins mit Sicherheit auBerst gering ist, sieht man 
leicht ein, daB der Nachweis eines hypothetischen Insulinkérpers mit 
groBen Schwierigkeiten verkniipft ist. AuBerdem wird natiirlich das 
Problem dadurch erschwert, daB man tiber den genaueren Mechanismus 
der Insulinwirkung noch recht wenig Tatsichliches weib. 

Die alte Vermutung, daB die Hefe eine antidiabetische Wirkung 
besiBe, wurde im Jahre 1916, also vor der Entdeckung des Insulins, 
von H. v. Euler und O. Svanberg' Gegenstand einer Untersuchung, 


1 H.v. Euler und O. Svanberg, diese Zeitschr. 76, 326, 1916. 
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die als Resultat eine zwar nicht einheitliche, aber nach der Meinung 
der erwahnten Autoren jedoch unzweideutige antidiabetische Wirkung 
der verwendeten Hefenextrakte (mit Alkohol und Salzsiure hergeste!)t | 
ergab (vgl. auch Vahlen'). 

Nachdem das Insulin entdeckt war, konnte Collip? aus verschiedeney 
Pflanzen und darunter aus Hefe mit den fiir das Insulin gebrauchlichen 
Herstellungsmethoden einen Extrakt gewinnen, der nach peroraler 
Darreichung bei Tieren den Blutzucker erniedrigte. Die blutzucker. 
herabsetzende Wirkung war in der Hinsicht auffallend, daB sic 
mehrere Tage anhielt und auch nach Uberfiihrung von Blut eines 
injizierten Tieres in ein neues Tier nachweisbar war. Den wirksamen 
Stoff, der insofern Ahnlichkeiten mit dem Insulin aufwies, als er Blut- 
zuckererniedrigung bewirkte, sah Collip als ein besonderes Hormon 
an und nannte ihn Glucokinin. 


Der Nachweis blutzuckersenkender Stoffe in Pflanzen und Mikro- 
organismen ist spater einer Reihe von Forschern gelungen, unter denen 
Funk und Corbitt?, Winter und Smith*, sowie P. Simola® derartige 
Substanzen in Hefenextrakten nachgewiesen haben. Es ist indessen 
deutlich, daB eine durch Injektion dieser verschiedenartig hergestellten 
Extrakte erhaltene Blutzuckererniedrigung nicht unbedingt durch 
eine Insulinwirkung bzw. eine damit vergleichbare Beteiligung am 
Kohlehydratstoffwechsel verursacht werden mu. Soweit ich finden 
kann, griinden sich die Angaben iiber die insulinartigen Wirkungen 
der verschiedenen Extrakte fast ausschlieBlich auf die Befunde bei 
Blutzuckeruntersuchungen. 


Meyerhof® untersuchte ein aus Hefeautolysat hergestelltes Priparat 
auf die Spaltung verschiedener Kohlehydrate durch Muskelenzym. 
lésungen. Es zeigte sich dabei, da8 auch in solchen Muskelsiften, die 
sonst keine Glucosespaltung aufwies, dieselbe nach Zusatz des ,,Hefe- 
aktivators eintrat. 

Die naheliegende Vermutung, daB diese Wirkung des _ ,,Hefe- 
aktivators’’ von derselben Natur wie die des Insulins sei, wird von 
Meyerhof auf Grund einiger Versuche mit Insulinzusiatzen (1. c. 8. 181) 
abgelehnt. Indessen scheinen die verwandten Insulinkonzentrationen 
zu hoch gewahit, um véllig beweisend zu sein’. 


! BE. Vahlen, Zeitschr. f. phys. Chem. 106, 133, 1919. 

2 J. B. Collip, Journ. of biol. Chem. 56, 513, 1923. 

3’ Funk und Corbitt, Proc. Soc. exper. Biol. 20, 422, 1923. 

* L. B. Winter und W. Smith, Journ. of Physiol. 57, 15, 1923. 
5 P. Simola, Festschrift f. G. Komppa. Helsingfors 1927. 

* O. Meyerhof, diese Zeitschr. 188, 176, 1927. 

7 G. Ahigren, Skand. Arch. f. Physiol. 47, 271, 1926. 
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Wie oben schon angefiihrt, ist die Konzentration eines hypotheti- 
schen insulinahnlichen Kérpers in den Pflanzen und Mikroorganismen 
sicher so gering, daB es sehr fraglich erscheint, ob man mit Pflanzen- 
extrakten in so groBen Tieren wie Kaninchen eine durch Insulin oder 
einen insulindhnlichen Kérper bedingte Blutzuckererniedrigung er- 
halten kann, vorausgesetzt, daB der insulindhnliche Kérper nicht allzu 
groBe Verschiedenheiten gegentiber dem tierischen Insulin aufweist, 
oder daB der Extrakt nicht aus einer sehr groBen Menge Rohmaterial 
durch weitgehende Reinigung hergestellt worden ist. Besonders durch 
die ausgezeichneten und grundlegenden Untersuchungen von AAlgren! 
wissen wir ja, daB die Hormone durch ihre physiologische Wirksamkeit 
in den winzigsten Konzentrationen gekennzeichnet sind. Vergleicht 
man die verabreichte Menge und wirksame aktuelle Konzentration des 
chemisch bekannten Hormons Adrenalin, das in einer Konzentration 
(im Blute gemessen) von etwa der GréBenordnung 10~* (U. v. Zuler®) 
noch einen sehr deutlichen physiologischen Effekt auf den Gesamt- 
stoffwechsel ausiibt, mit der entsprechenden Menge und Wirkung von 
Insulin in dessen reinster Form, so gelangt man zu dem SchluB, daB 
die aktive Konzentration des Insulins von ungefahr tibereinstimmender 
GréBe ist. Es ist indessen nicht wahrscheinlich, daB der Insulinkérper, 
sofern er den Hormoncharakter des tierischen Insulins besitzt, in 
den Pflanzen (mit besonderer Beriicksichtigung der Hefe) in einer 
viel gréBeren Konzentration als der physiologisch optimalen vor- + 
kommt. 

Es folgt somit, daB man die Angaben iiber die Insulinwirkungen 
in den verschiedenen Untersuchungen auf diesem Gebiet mit groBer 
Vorsicht aufnehmen muB8B, besonders, da sie — wie oben schon betont 
wurde — fast nur mit dem Blutzucker als Indikator ausgefiihrt worden 
sind. 

Nachdem Afhigren als erster eine charakteristische Wirkung des 
Insulins in vitro nachweisen konnte [Verkiirzung der Entfarbungszeit 
nach Insulinzusatz im evakuierten System frischer Muskelbrei 
+ Methylenblau + Phosphat (als Puffer) + a, 8-Glucose*], sind seine 
Ergebnisse vielfach bestatigt worden; die gefundene Insulinwirkung 
ist aber, soviel Verfasser weiB, nie zu einer Methode des Insulin- 
nachweises angewandt worden. Sie ist jedoch zweifelsohne dazu sehr 
geeignet, teils da der hier erscheinende Effekt des Insulins sehr 
charakteristisch ist — unter etwa 40 untersuchten, verschiedenen 
pharmakologischen Kérpern gaben nur das Morphin und einige Morphin- 





1 G. Ahigren, Skand. Arch. f. Physiol., Suppl. z. 47, 1925. 
* U.v. Euler, Pfliigers Arch. f. Physiol. 217, 699, 1927. 
8 @. Ahigren, Skand. Arch. f. Physiol. 44, 167, 1923. 
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derivate eine ahnliche Wirkung — und teils, da die Reaktion sic), 
noch mit einer Insulinkonzentration von 10—® bis 10— nachweisen 
1aBt!. 

Der von Wiechmann 1924 gefundene Unterschied zwischen der 
Verteilung der Glucose auf die roten Blutkérperchen und das Plasma 
unter normalen Bedingungen, bei Verwendung diabetischen Plasmas 
und nach Insulinverabreichung wire vielleicht, wie Loewt hervorhebt*. 
ebenfalls als eine quantitative Methode zur Messung der Insulinwirkung 
verwendbar. Uber die Spezifitat der Insulinwirkung in dieser Hinsic!t 
oder iiber die praktische Verwendbarkeit dieser Methode zur Insulin- 
bestimmung liegen jedoch bis jetzt keine genaueren Angaben vor. 


Die folgenden Versuche sind nach demselben Prinzip wie dic 
Insulinversuche Ahigrens in vitro ausgefiihrt und teilweise mit Blut. 
zuckeruntersuchungen erganzt worden. Sie haben bezweckt, iiber das 
Vorkommen von Insulin oder von insulinahnlich wirkenden Stoffen 
in der Hefe AufschluB zu gewinnen. 


I. Methylenblauversuche. 


Die angewandte Methodik war die von Ahlgren modifizierte 
Thunbergsche Methylenblaumethode und schloB sich der erwahnten 
Modifikation genau an*. 


Die Hefenextrakte wurden aus frischer ausgewaschener Unterhefe 
aus der hiesigen Brauerei St. Erik in folgender Weise hergestellt. 


500 g der 24 Stunden nach der letzten Auswaschung sedimentierten 
Hefe wurde mit 200 g Alkohol und 50 cem 15 *iger Salzsaure 3 Stunden 
in einem Schiittelapparat geschiittelt. Die Suspension wurde dann 
scharf zentrifugiert, bis die Fliissigkeit annihernd Klar wurde. Diese 
letztere wurde mit NaOH gegen Lackmus neutralisiert und in vacuo 
zu etwa einem Zehntel des urspriinglichen Volumens eingedampft 
Das Konzentrat wurde mit Ammoniumsulfat zur Sattigung versetzt, 
die Fallung mit 30 ccm heibem Alkohol geschiittelt und der ungeléste 
Teil wegzentrifugiert. Die alkoholische Lésung wurde dann mit dem 
10fachen Volumen kalten Alkohols versetzt, und die dabei sofort 
erscheinende Fallung nach eintaigiger Sedimentierung in der Kialte 
im Vakuumexsikkator vollstandig getrocknet. Sie stellte nach dem 
Trocknen ein weifes, amorphes Pulver dar, das sich zum Teil in 
reinem. zum Teil erst in angesiuertem Wasser klar liste. 


1 Von dem betreffenden Insulinpréparat war 0,064mg = | inter- 
nationale Einheit. 

2 O. Loewi, Klin. Wochenschr. 1927, Jahrg. 6, S. 2169. 

8 @. Ahigren, a.a.O., 8. 6. 
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Versuch 1. 


Rana temporaria. In jedem Rohr 0,9 cem einer Mischung von 8 cem 
Methylenblau (Mb) + 6cem m/1l0K,HPO, + 4cem Aqua dest. 
= 800 y Mb). 0,2 g Muskelbrei. Thermostatentemperatur 35,0°C. 100 mg 
des trockenen Hefenextrakts wurden in 41 cem Aqua dest. + leem n/10 HCl 
aufgelést und eine Konzentrationsreihe 10—', 10—*, 10-* usw. hergestellt. 
Glucose ,,Kahlbaum**, wasserfrei, in 2°,iger Lésung (frisch bereitet ). 





Nr. Glucose Hefenextrakt 0,05 ccm Entfarbungszeit 
com (endgiltige Konz.) Min 
1 — — 33,5 
2 0,05 33.5 
3 0,05 10-° 29 
4 0,05 10-8 28 
5 — 10-* 33 
6 0,05 10-7 30 
7 0,05 10-6 30 
8 — 10-6 34 
9 0,05 -- 33 
10 oa ~ 33 
Versuch 2. 


Rana temporaria. Dieselben Reaktionsmischungen wie im vorher- 
gehenden Versuch. Derselbe Extrakt (die Verdiinnungen frisch bereitet). 





ij 
Slucos n, it 
Nr. G poo . Hetenextrakt a a 
1 — -- 31.5 
2 0,05 -— 30.5 ‘ 
3 0,05 10-10 27,5 
4 0,05 10-* 26 
5 0,05 10-* 24 
6 — 10-8 315 
7 0,05 10-7 26,5 
8 0,05 10-6 28 
9 — 10-5 32 
10 0.05 - 30 
11 _ — 31 


Wie aus den Tabellen hervorgeht, ruft Zusatz von Glycose keine 
oder eine sehr geringe Veranderung der Spontanatmung hervor, was 
mit den gewéhnlichen Erfahrungen iibereinstimmt. Auch der Hefen- 
extrakt vermag an sich selbst in den untersuchten Konzentrationen 
(10-8 bis 10-5) die Oxydationsvorginge nicht zu beeinflussen. Dagegen 
wird ein bedeutender Unterschied in der Entfarbungszeit beobachtet, 
wenn man gleichzeitig Glucose und Hefenextrakt zur Reaktionsmischung 
hinzusetzt. Die Wirkung ist noch mit einer Hefenextraktkonzentration 
von 10— wahrnehmbar, zeigt aber in allen mit diesem Extrakt aus- 
gefiihrten Versuchen eine maximale Wirkung bei der Konzentration 10°. 
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(Friihere Versuche, die entsprechend ausgefiihrt wurden, in denen 
aber andere Hefenextrakte verwandt wurden — ohne kriiftige 
Schiittelung und auBerdem schlechter gereinigt — , ergaben eine ahnliche 
Wirkung, aber weniger gut ausgeprigt und nie in so schwachen Kon- 
zentrationen wie in den hier mitgeteilten Versuchen.) 


Die Ubereinstimmung der Wirkung des in diesen Versuchen ver. 
wandten Hefenextraktes und des Insulins ist auffallend. Wenn indessen 
die Ubereinstimmung in qualitativer Hinsicht befriedigend ist, da die 
oben nachgewiesene Wirkung als sehr charakteristisch angesehen 
werden muB (vgl. oben), zeigt sich ein bedeutender Unterschied in 
quantitativer Hinsicht, was ja auch a priori zu erwarten war. Das 
von Ahlgren benutzte Insulin tibte noch in Konzentrationen von 
10~"5 seine Wirkung aus und zeigte ein Maximum bei den Konzen- 
trationen von etwa 10—" bis 10~'%. Die von mir benutzten Hefen- 
extrakte sind indessen nicht weitgehend gereinigt worden, sondern 
enthalten mit gréBter Wahrscheinlichkeit nur einen sehr kleinen Bruch. 
teil aktiver Substanz. Diese Annahme ist zum Teil durch das gerecht- 
fertigt, was oben betreffs der wahrscheinlichen aktuellen Konzentrationen 
in der lebenden Zelle gesagt wurde, und teils durch die Ergebnisse der 
hier unten zu erwahnenden Blutzuckeruntersuchungen, die nach In- 
jektion des Extrakts vorgenommen sind. 


II. Blutzueckeruntersuchungen. 


Als Beispiel wird hier ein solcher Versuch mitgeteilt. 


Versuch 3. 


Kaninchen, 2, 2,3kg. 24 Stunden niichtern gehalten. 50 mg Hefen- 
extrakt (dasselbe wie in den Versuchen 1 und 2) subkutan. Die Blut- 
entnahmen geschahen aus einer Ohrvene in einer Menge von je 0,1 cem zur 
Blutzuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen. Zu jeder Bestimmung 
zwei Proben. 





Blutzuckerwerte 





mg*®/o 

. k 4. ee ere 0,116 
1 Std. nach der Injektion. . . . .... 0,116 
ee eee fiw ae. Ree 0,109 

_. ae ae eer a et ae 0,111 
earn a pn 1 Vad Sgehete a Me 0,118 


Die Wirkung des Extrakts auf den Blutsucker ist somit eine 
fragliche und kann nicht als positives Resultat angesehen werden. In 
keinem Falle wurde eine gréBere Wirkung beobachtet. (Die injizierte 
Menge betrug stets 50 mg.) Bedenkt man, daB das verwendete Praparat 
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nur zu einem sehr geringen Teil aus aktiver Substanz besteht — was 
aus den Mb-Versuchen im Vergleich mit Insulin hervorgeht —, so ist 
das Ausbleiben der Blutzuckerwirkung in Versuch 3 leicht erklarlich. 


Zusammenfassung. 


Ein Hefenextrakt, der mit 25°, Alkohol und 1%, Salzsiure her- 
gestellt wurde, zeigte im evakuierten System: frischer Muskelbrei 
|. Mb + Glucose + Phosphat (als Puffer) eine typische Insulinwirkung 
mit maximaler Wirkung in einer Konzentration von 10~® g/ccm, 

Das Praparat bewirkte in einer Menge von 50 mg nach subkutaner 
Injektion an Kaninchen keine oder héchstens eine unbedeutende Er- 
niedrigung des Blutzuckers. Das Ausbleiben der Wirkung auf den 
Blutzucker 148t sich durch den geringen Gehalt des Praparats an 
aktiver Substanz erkliren; auch bei den Mb-Versuchen ist das Praparat 
im Vergleich zu Insulin erst in viel starkeren Konzentrationen wirksam. 











Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 


XIX. Mitteilung: 
Uber die Hemmung der Blutgerinnung durch Germanin (,,Bayer 205%). 


Von 
Bernhard Stuber und Konrad Lang. 
(Aus der Medizinischen Universitétsklinik zu Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 30. Januar 1928.) 


Wir haben schon in friheren Untersuchungen! auf die starke 
Verminderung der Blutglykolyse durch die gerinnungshemmenden Mitte! 
eingehend hingewiesen. Wir konnten dort den Nachweis erbringen. 
daB durch die gerinnungswidrigen Stoffe nicht nur die anaerobe Phase 
des‘ Zuckerabbaues wesentlich verzégert, sondern vor allem die aeroh« 
Phase vollig unterdriickt wird. In dieser Tatsache erblickten wir den 
Hauptgrund fiir die Aufhebung der Blutgerinnung durch diese Sub- 
stanzen. Am ausgesprochensten zeigte sich diese Wirkung beim 
Germanin (,,Bayer 205°). Wir haben uns nun in dieser Arbeit die 
Aufgabe gestellt, diesen EinfluB des Germanins auf das Blut noch 
eingehender zu prazisieren. Vor allem schien es uns wichtig, festzustellen. 
ob durch das Germanin eine Verainderung der BluteiweiBkérper in 
ihrem gegenseitigen Mengenverhaltnis eintritt. Und nachdem wir 
in der vorhergehenden Mitteilung? die tiberaus beschleunigende Wirkung 
der Kohlensaure auf den Ablauf des Gerinnungsprozesses nachgewiesen 
hatten, interessierte es uns, diesen EinfluB auch am Germanintier 
naher kennenzulernen. 


Die Untersuchungen wurden, abgesehen von zwei Versuchen am 
Menschen, an Hunden durchgefiihrt. Das Blut wurde beim Menschen aus 


1 Diese Zeitschr. 179, 70, 1926. 
2 Ebendaselbst 191, 386, 1927. 
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der Vena mediana cubiti, den Tieren im Somnifenschlaf aus der Art. 
femoralis entnommen. Das Germanin! wurde in wechselnden Mengen 
(s. Protokolle) intravenés (Vena mediana bzw. jugularis) verabreicht. Fiir 
die CO,-Atmung wurden die Tiere, wie in unserer vorigen Mitteilung, nach 
durehgefiihrter Tracheotomie an den H. Meyerschen Atmungsapparat 
angeschlossen. Der Prozentgehalt des Atmungsgemisches an CO, und das 
Minutenvolumen sind aus den Protokollen ersichtlich. Die Blutanalysen 
erfolgten direkt nach Entnahme des Blutes aus dem Gef&éB, und auBerdem 
nach fiinfminutigem Stehen, also wahrend des Gerinnungsprozesses. Gerann 
das Blut friiher, so wurden die letzten Bestimmungen im Beginn des Ge- 
rinnens durchgefiihrt. Der Zucker wurde nach Hagedorn-Jensen, die Milch- 
siure nach Dische und Laszlo* bestimmt. Fiir die quantitative Bestimmung 
der SerumeiweiBkérper benutzten wir die gravimetrische Methode von 
Starlinger und Hartl*. Die Zahlung der morphotischen Blutelemente und 
die px-Bestimmungen, ebenso die Feststellung der Gerinnungszeiten, 
erfolgten nach den in unseren friiheren Arbeiten angegebenen Verfahren. 


Die Tabellen I und IT geben die normalen Verinderungen variieren- 
der Germaninmengen auf den Blutchemismus bei Mensch und Tier 
wieder. Der auffallendste Befund ist auch hier, wie in unseren friiheren 
Versuchen, die nahezu véllige Hemmung der Blutglykolyse. Auch nach 
den im Verhaltnis zum Tierexperiment kleinen Dosen beim Menschen 
zeigt sich trotzdem dieser Effekt ganz ausgesprochen. Diese Blockierung 
der Blutglykolyse lauft in ihrem AusmaBe proportional der Gerinnungs- 
verzégerung, besonders deutlich zeigt sich das im Versuch der Tabelle IT. 
Auffallend ist in diesem Versuch die Abnahme des Blutchlorgehalts 
infolge des Germanins. Es handelt sich dabei um eine Abwanderung 
von Chlor ins Gewebe. Das ergab sich aus Untersuchungen awecks 
anderer Fragestellung. Es sank namlich regelmafig entsprechend den 
Blutwerten auch die Chlorausfuhr im Urin. In einer spateren Arbeit 
kommen wir darauf eingehender zuriick. Das morphotische Blutbild 
zeigt, abgesehen von einer geringen Vermehrung der Leucocyten, 
keine charakteristischen Verinderungen. Die PlasmaeiweiSkérper 
erfahren nach der Germanininjektion eine Verschiebung nach der 
Albuminseite. Die Tabelle III zeigt diese quantitativen Verschiebungen 
der einzelnen EiweiBfraktionen des Blutes nach kleinen Germanin- 
mengen. Versuch 1 dieser Tabelle ist aus Tabelle | tihernommen. 
Die Verwendung von kleinen Germanindosen war deshalb geboten, da 
es uns nach gréBeren Dosen Germanin niemals gelang, auf der Héhe 
der Wirkung ein hamolysefreies Serum zu gewinnen. Nun tritt durch 
die Hamolyse eine sehr starke Zunahme der GesamteiweiBmenge, vor 
allem zugunsten des Albumins ein, so daB eine Verschiebung der Eiweib- 


1 Fiir die Uberlassung des Germanins sind wir der J. G. Farben- 
industrie in Leverkusen zu besonderem Danke verpflichtet. 

® Diese Zeitschr. 187, 344, 1927. 

% Ebendaselbst 160, 113, 1925. 
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Tabelle I. 





Vessuche Zeit nach der Injektion von Germanin in Minuten 


inn 








5 30’ 60’ 24 


1. Hund, weiblich. Gewicht 11 kg. 3g Germanin intravendés. 





ier hie 4 rg G4 7,25 | 7,23 7,21 
Zahl der sae amagl 
— as 5 440 000 5 140 000 5 600 000 
abl der uco- | 
Es «0» « i 6 800 13 800 11 809 
Zahl der Thrombo- 
_ rae 610 000 710 000 670 000 
Gerinnungszeit. . 7’ 20” Nach 12 Std. | Nach 12 Std. 
noch noch 
— ty nach ass IL — 
Intnahme. . . 135 %, ; ,121 % 
Zucker nach5 Min. | 0.128% 0.108% | 0.121°, 
Milchsaure sofort 
hn 11 mg-% 16 mg-% 19 mg-°, 
ilchsaure nac 
5 Minuten. . . | 13mg-° 70 16 mg-% 19 mg-%, 
Zuckerabnahme . — 0,007% —0 _? 0 
Milchsiurezunahme | + 2mg-% | 0 


Das Serum nach der Injektion von Germanin war ‘stark <a 
2. Hund, mannlich. Gewicht 20kg. 1,5g¢ Germanin intravendés. 


ee seg een | 7,20 7,17 
Zabl der Erythro- | 

ei a aaa 4480000 | 4 700 000 
Zahl der Leuco- 

| — — 
Zahl der Thrombo- 

OR alc ws 500 000 700 000 
Gerinnungszeit . . 7’ 30" 3h 45' 00" 
Zucker sofort nach : 

Entnahme. . | 0,099 % 0,92 % 

' Zucker nach 5 Min. | 0,095 °° 0,92 % 
Milchsaure sofort 

nach Entnahme . — _— 
Milchsiure nach 

5 Minuten. . . — —_ 
Zuckerabnahme . —0,004% 0 
Milchséurezunahme — ] — 
GesamteiweiB . . | 548% 5,04 % 
Albumin .... 2,38 % 2.42 % 
Globulin .... 810% | 2,62 A 


Das Serum nach der ‘njektion von Germanin wer leicht hamolytisch. 
3. Mensch. 1g Germanin intravends. 


Gerinnungszeit . . 5’ 20” 7' 45” 7700" =| 
Zucker sofort nach I 
Entnahme.. . 0,154°% 0,150°% | 0,150% 

Zucker nach 5 Min. 0,150 % 0.150% | 0,147% 
Zuckerabnahme . — 0,004 % 0 — 0,003 oP 
GesamteiweiB . . 8,65 ° of * 7,92 % 7,84°% | 
OO eee 5.89%, 6.28 °, 5.74% | 
Globulin. . . . . 2,67 3p 1,64 % 2,10 % 


* In diesem Versuche wurde aus Vedios bei der Blutentmahme mit der Spritze die Stau 
binde vor der Ansaugung nicht entfernt. 
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Tabelle I. 


Hund, mannlich. Gewicht 16kg. Das Tier erhalt 1,8 g Germanin intra- 


vendés, so daB die Blutkonzentration 1,5°/), Germanin betragt. 








Zeit nach der Germanininjektion in Minuten 





Versuchs- ioe | \ gets a ) 
— i te. a | 210" 270" 
le eae, 7,28 7,44 741 7,32 — ~ 
Gerinnungs- 
. 5’ 20" 105’ 00" 80° 00" 45’ 00" 30°00" 6°00" 
Zucker sofort 
nach Ent- 


nahme. . | 0,122% 0,100% 0,124 °, 0.119% 0,120 °, ~_ 
Zucker nach 
5 Minuten 0.116% 0,099°% 0,124 % 0,117 % 0,116 °% — 


Milchsaure 
sofort nach 
Entnahme | 22,1 mg-% 26,1 mg-%/ 23,3 mg-% 20,3 mg-% 19,1 mg-% 


Milchsaure 

nach5Min. | 24,3 mg-% 25,8 mg-% 22,9 mg-% 20,5 mg-°? 20,0 mg-%% 
Zucker- 

abnahme . | —0,006% |— 0,001 % 0 — 0,002 % | — 0,004 °, 
Milchsaure- 

zunahme . | +2,2 mg-% 0 0 +0,2 mg-% +0,9 mg-% 
Gesamteiw. 4,92 % 9,19 % 6,60 % 540 % 5,18 % 
Albumin . . 8,22 % 7,22 % _ B86 % 8.82 % 
Globulin . . 1,70 % 197 % _ 1,54 % 136 % 
en ks 0,562 %, 0,543 % 0,538 °%, 0,312 % 0,316 % 


Das Serum nach der Injektion war stark hamolytisch. 


Tabelle III. 


Verhalten der BluteiweiBkérper nach kleinen Dosen von Germanin. 





Zeit der Blutentnahme = a Gate 
o 10 . it 


1. Mensch. 1,0g Germanin intravends. 


Vor der Injektion. . . . 8,65 5,98 | 2,67 
Nach der Injektion, 5 Min. 7,92 6,28 1,64 
80 Minuten. ..... 7,84 5,74 ; 2,10 


2. Mensch. 1,0g Germanin intravenés. 


Vor der Injektion. . . . 7,82 5,26 2.56 
Nach d. Injektion, 10 Min. 7,84 5,76 2.08 


3. Hund. Gewicht 18kg. ©,4g Germanin intravendés. 
Vor der Injektion. . . . | 5,79 3,96 1,83 
Nach d. Injektion, 10 Min. 5,74 4,00 1,64 
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Tabelle IV. 
Vessadhes 4 om der Zeit nach der COyitnang in Min 
beginn njekt. von citi poahunadiinies 
yermanin wn’ 45" 00” 


1. Hund, mannlich. Gewicht 12,5kg. 2g Germanin intravendés. 


ae se 7,30 7,35 7,23 
Zahl der Erythro- 

SS ee 6 100000 | 6269000 7 240000 
Zahl der Leuco- 

cyten .. 6 800 11 400 11 000 
Zahl der T hrombo- 

RAE ae 770 000 900 000-1800 000 
Gerinnungszeit . . 5’ 30” Nach 24Std. 60’ 00" 
. noch nicht 
Zucker sofort nach geronnen 

Entnahme ... 0,141 % 0,123 % — 
Zucker nach 5 Min. 0,132% | 0,120% -- 
Milchsaure sof. nach 

Entnahme .. . 11 mg-°% | 18 mg-% | 19 mg-% 
Milchsaure nach 

5 Minuten... 13 mg-% | 18mg-%  20mg-% 
Zuckerabnahme . .  — 0,009 vo | — 0,003 % — 
Milchsaurezunahme + 2 mg-% | 0 +1mg-% 


0% CO,. 6 Liter pro Minute. Das Serum nach der Injektion von Germanin 
war stark hamolytisch. 


2. Hund, weiblich. Gewicht 16kg. 1,5g Germanin intravends. 


Se eae 7,21 7,21 7,12 
Zahl der Erythro- 

ND a ese 5680000 5000000 5 220 000 
Zahl der Leuco- 

cyten .. : 5 800 ‘7 400 8 800 
Zahl der Thrombo- 

cyten ... : 687 000 500 000 1 130 000 
Gerinnungszeit . . 5’ 20” 75’ 00" 19’ 00” 
Zucker sofort nach 

Entnahme ... 0,147 © 0,143 % 0,143 %, 
Zucker nach 5 Min. 0,138 % o 0,143 % 0,143 %, 
Zuckerabnahme .. — 0,009 ® % 0 0 
GesamteiweiB . . . 5,83 % 7,58 ° 6,37 % 
Rg 2 © 0 4,20 0, é 62 % 07 5,28 % 
Globulin . .... 1 63%, 0.96 °, 1,09 % 


10% CO . 6 Liter pro Minute. Das Serum nach der Injektion von Germanin 
war stark hamolytisch. 


3. Hund, minnlich. Gewicht 7 kg. 0,8 g Germanin intravenés, so da8 die Blut- 
konzentration 1,5 99 Germanin betrug. 


- 7,24 6,87 

Zabl ‘der E ‘rythro- 

cyten . 4700000 | 4680000 4640000 
Zahl der T hrombo- 

~ & 430 000 540 000 900 000 
Gerinnungszeit . . 5’ 20" 36' 00" 6’ 50” 
Zucker sofort nach 

Entnahme .. . 0,125°% | 0.147% 0,214 % 


Zucker nach 5 Min. 0,121 % 0,147 % 0,208 % 








n Min. 


rmanin 


manin 


» Blut- 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 





30’ nach der Zeit nach der CO +Atmung in Min. 


Versuchs: . 
> 0 ee Seo seis ei 
beginn yermanin kg 45’ 90’ 


| 
Milchsaure sof. nach 
Entnahme 
Milchsaéure nach 


7mg-°, | 12mg-% 9mg-% 


5 Minuten 9mg-°,, 12 mg-% 12 mg-% 
Zuckerabnahme . 0,004 °, 0 — 0,006 %, 
Milchséurezunahme + 2mg-°, 0 + 3mg-% 
Gesamteiweib . 4,50 °, 4,89°,, 435°, 
a 1,22 % 3,68 °., 2.64 °,, 
Globulin... .. 3,28 %, 1,21 % 1.71% 


2% COg. 6,5 Liter pro Minute. Sehr junger, noch nicht ausgewachsener Hund. 


4. Hund, mannlich. Gewicht 11 kg. 1,2 ¢ Germanin intravenés, so dab die Blut- 
konzentration 1,5 °/99 Germanin betrug. 


Pu se Bee ty @ ie 7,20 
Zahl der Erythro- 

cyten ..... | 5000000 
Zahl der Thrombo- - 

er 710 000 
Gerinnungszeit . . | 9°05" 
Zucker sofort nach 

Entnahme 0,142 °,, 
Zucker nach 5 Min. 0,138 °, 
Milchsaure sof. nach 

Entnahme 10 mg-°% 


Milehsaure nach 
5 Minuten 
Zuckerabnahme . 0,004 ©, 

Milchsaurezunahme 0 


’ 


29% COg. 6,5 Liter pro Minute. 
stark hamolytisch. 


5. Hund, mannlich. Gewicht 16 kg. 


| 
10 mg-%, | 


7,21 
5 200 000 


650 000 
30’ 00" 


0,127 %o 
0,125 % 


9 mg-% 


7,08 
5 100 000 


810 000 
14’ 50” 


0,191 %, 
0,187 °, 
10 mg-%q 


11 mg-°, 
0,004 °,, 


+1mg-% 


Das Serum nach der Germanininjektion war 


1,8 g Germanin intravends, so daB die Blut- 


konzentration 1,5 °/o9 Germanin betrug. 


ee be an ae 7,38 
Gerinnungszeit . . 5’ 15" 
Zucker sofort nach 

Entnahme 0,094 °,, 


Zucker nach 5 Min. 0,089 °,, 


Milchsaure sof. nach 


Entnahme 17 mg-*~ 
Milchséure nach 

5 Minuten 19 mg-°,, 
Zuckerabnahme . — 0,005 ®, 
Milchsaurezunahme + 2mg-% 
GesamteiweiB . 5,68 °,, 
Albumin . 3,36 %, 
Globulin 2,382 %, 


7,43 
75’ 00" 


0,096 °%,, 
0,998 % 


20 mg-°, 


21 mg-%, 
0 
+1 mg~% 
13,39 %, 
10,30 %, 
3,09 °,, 


7,01 
11°15" 
0,129 °®,, 
0,123 °,, 


11 mg-°, 


13 mg-*, 

0.006 °, 

+2me-% 
8,11 °, 
6,16 °,, 
1,95 %, 


10% CO,. 6 Liter pro Minute. Das Serum nach Injektion von Germanin war 


stark hamolytisch. 
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Tabelle V. 
3 on Con a A wy 
i Con Atmung und fe g und Atmung und 
_ | Atmung Injekt. Anan Injekt. Ag Injekt. = 
yermanin Germanin Germanin 
1. Hund, mannolich. 7 kg Gewicht. 
RS: Ae ee 7,28 717 — or 6,97 
Gerinnungszeit 5' 00” 2’ 55” 104’ 00" 42° 00" 25’ 00 
Zucker sofort nach 
Entnahme 0,100 0,100°, | 0,118°% 0,120 % 0,120 ' 
Zucker im Beginn d. 
Gerinnung bzw. 
nach 5 Min. 0,089 % 0,093 °% | 0,120% 0,118% | 0,122° 
Milchsaure sof. nach ' 
Entnahme 11 mg-% | 10mg-% | 9mg-% 8mg-% | 11 mg-° 
Milchséure im Be- 
ginn d. Gerinnung 
bzw. nach 5 Min. | 15mg-%  13mg-% | 9mg-°, S8mg-% | 10 mg-°, 
Zuckerabnahme . .  —0,011 % | — 0,007 % 0 — 0,002 % | 0 
Milchsiurezunahme + 4mg-% | + 3mg-% 0 0 0 
GesamteiweiB . . . 4,60 %, 4,55 % 9,20 °% 5,62 % 5,28 °,, 
Albumin. . 3,38 %, 3,02 % 8,38 % 4,88 %, | 4,58 %, 
Gees ww Se 1,22% 1,53 % 0,82 %% 0,74 %, 0,70 °, 


10%, COs. 


5,5 Liter pro Minute. 0,9g Germanin intravenés, so dab die Blut- 


konzentration 1,5 9, Germanin betrug. Serum nach der Injektion von Germanin 
stark hamolytisch. 


Gerinnungszeit 
Zucker sofort nach 
Entnahme 


Zucker im Beginn d. 
Gerinnung bzw. 
nach 5 Min. 


Milchsaure sof. nach 
Entnahme 

Milchsaure im Be- 
ginn d. Gerinnung 
bzw. nach 5 Min. 


Zuckerabnahme . . 
Milchsaurezunahme 
GesamteiweiB . . . 
Albumin 
Globulin 


10% COsg. 


2. Hund, mannlich. 


7,34 
3’ 45" 


0,194 % 


0,186 % 


17 mg-% 


- 19 mg-% 


— 0,008 % 
+2mg-% 
5,70 % 


| 
P 


7,25 
2’ 00" 


0,194 


0,180 % 


10 mg-°% 


| 13 mg-% 


0,014 % 


| 





i+ 3 mg-% | 


| 


6,25 Liter pro Minute. 


5,76 % 
3,76 % 
2,00 % 


| 
| 
| 


7,38 
45’ 06" 


0,143 % 


0 
10,79 % 
9,20 % 
1,59 % 


Gewicht 8,5 kg. 





7,40 
5’ 00" 


0,107 °,, 


0,103 °, 


15 mg-", 


15 mg-°, 
— 0,004 °, 
0 
10,14 °,, 
8,02 %, 
212% 


1,0 g Germanin intravenés, so daB die Blut- 


konzentration 1,5 °/99 Germanin betrug. Serum nach der Injektion yon Germanin 
stark hamolytisch. 





ee 
120’ Nach 
co, 
Atmung und 
0’ nach der 


Injekt. v on 
sermanin 


6,97 
25’ 00" 


0,120 °, 


),122 %, 


1 mg-°, 


0 mg-°,, 

0 

0 
3,28 °, 
158 oy 
1,70 % 
ie Blut- 
Prmanin 


7,40 
” 00" 


107 °, 


L03 °, 


mg-"(, 


14 of 
2 o 
12 o ‘ 
» Blut- 


mand 





Zur Lehre von der Blutgerinnung. XTX. 211 


korper durch das Germanin verdeckt wird, das ist aus den Versuchen 
der Tabellen IV und V deutlich ersichtlich. Aber auch nach kleinen 
Germaninmengen, die eine Hamolyse vermeiden, zeigt sich deutlich 
die Zunahme der Albuminfraktion auf Kosten des Globulins (Tabelle ITI). 
Wahrscheinlich ware diese Wirkung bei massiveren Dosen aus- 
gesprochener, wenn obige Fehlerquelle diesen Nachweis nicht stéren 
wirde. Es ist durchaus méglich, daB diese Verschiebung der Plasma- 
eiweiBkérper nach der lypophilen Seite die Gerinnungsverzégerung 
durch Germanin begiinstigt. 

Die Versuche der Tabelle IV zeigen den EinfluB der CO,-Atmung 
auf das Germanintier. Die Gerinnungsverzégerung J4Bt sich durch 
die Kohlenséureatmung in kurzer Zeit beseitigen, und zwar um so 
vollstandiger, je mehr Kohlensaéure zugefiihrt wird, wie vor allem aus 
den Versuchen 3 und 4 der Tabelle IV zu entnehmen ist. Auch hier 
fallt, wie in unserer friiheren Arbeit, vor allem die starke Vermehrung 
der Thrombocyten durch den Kohlenséurereiz auf, und gleichzeitig 
tritt parallel der Zunahme der Gerinnungsgeschwindigkeit die Blut- 
glykolyse wieder in Erscheinung. Die Kohlensiure ist unserer Erfahrung 
nach das starkste physiologische Stimulans des Gerinnungssystems, 
was auch bei dessen relativ groBen quantitativen Variationsméglich- 
keiten fiir die Pathologie der Blutgerinnung, wie wir demnichst ein- 
gehend darlegen werden, von Bedeutung sein diirfte. Die starke Ver- 
kiirzung der Germaninwirkung auf den Gerinnungsvorgang durch die 
CO,-Atmung zeigt sich besonders deutlich durch Vergleich der Ver- 
suche 3 bis 5 der Tabelle [TV mit dem Ergebnis der Tabelle II, da diese 
Untersuchungen mit genau denselben Germaninmengen, pro Kilo- 
gramm Tier berechnet, durchgefiihrt wurden. Bemerkenswert ist das 
regelmaBige Ansteigen der py-Zahlen nach der Germanininjektion, 
besonders deutlich in den Versuchen der Tabelle V. Eine Erklarung 
hierfiir vermégen wir nicht zu geben. 

Die Versuchsanordnung in Tabelle V verliuft entgegengesetat 
derjenigen von Tabelle IV. Das Germanin wurde erst nach deutlicher 
Einwirkung der CO,-Atmung auf das Gerinnungssystem gegeben, 
dabei letztere aber weiter durchgefiihrt. Auch hier zeigt sich wieder 
der stark hemmende EinfluB auf die Glykolyse parallel der Gerinnungs- 
verzégerung, nur ist die Gesamtdauer der Germaninwirkung infolge 
des weiterlaufenden CO,-Reizes verkiirzt. Die durch die Germanin- 
injektionen bedingten prozentualen Anderungen im quantitativen 
Verhalten der BluteiweiBfraktionen sind, wie wir schon betont haben, 
infolge der unvermeidlichen Hamolyse nicht zu beurteilen, letztere 
la8t sich nur bei kleinen Dosen vermeiden. Zum Studium der CO,- 
Wirkung schien aber ein optimaler Germanineffekt, wie er nur bei 
Einverleibung gréBerer Mengen erzielt wird, am geeignetsten. 
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Zusammenfassung. 


Die Verzégerung der Blutgerinnung und die Anderung des Blut. 
chemismus durch Germanin wurden in Fortsetzung friitherer Unter. 
suchungen genauer analysiert. Es zeigt sich erneut die Parallelisii 
zwischen Hemmung des Gerinnungsvorganges und der Geschwindigkeit der 
Blutglykolyse. Wiederbelebung der Blutglykolyse durch CO,-Atmuny 
hebt auch die gerinnungshemmende Germaninwirkung auf, und um. 
gekehrt. Es tritt unter dem Einflu®B des Germanins eine Verschiehung 
der PlasmaeiweiBkérper nach der lyophilen Seite zu ein und eine 
Abnahme der H'-Ionenkonzentration und des Chlors im Blute. Bei 
letzterem Vorgang handelt es sich nicht um eine Ausschwemmung, 
sondern um eine Abwanderung ins Gewebe. 
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Einige Bemerkungen zu meiner Arbeit 
.Untersuchungen iiber die Kohlensaureerni hrung des Waldes*'. 


Von 
D. Fehér (Sopron). 


(Eingegangen am 2. Februar 1928.) 


Nach dem Erscheinen dieser Arbeit hat mich Dr. G. L. Romell 
(Stockholm) im Laufe unserer Privatkorrespondenz darauf aufmerksam 
gemacht, daB die bekannte Formel von Lundegardh, welche er bereits 
fiir die Berechnung der Bodenatmung mit seinem volumetrischen Apparat 
veréffentlicht? hat, einen Berechnungsfehler aufweist, wodurch die 
mit dieser Formel berechneten Resultate zehnmal gréBer werden und 
folglich die bereits ermittelten Resultate durch 10 zu dividieren sind. 
Ich habe selbst die Formel einer eingehenden Nac hpriifung, unterzogen 
und konnte feststellen, daB Romell tatsichlich Recht behalt. 

Die urspriingliche Formel 


60 
(a —b)- 1,858 - 2300. 


s= , 
750 


wo a der Anfangswert, 6 der Endwert des Kohlensaiuregehalts in der 
(iHocke, in Prozenten ausgedriickt, ¢ die Zeit in Minuten, 1,858 das 
Gewicht von einem Liter CO, bei 15° 760 mm, 2300 das Volumen der 
(locke und 750 die von ihr umschlossene Bodenflache ist, muB die 
folgende Form annehmen: 
60 
(a — b)- 1,858 - 230 - ; 
say 750 

Da ich auf Hallands-Vaderé noch mit volumetrischem Apparat 
und mit der Formel von Lundegardh gearbeitet habe, miissen meine 
cnemgees Resultate entsprechend den oben gesagten korrigiert 


1 Diese Zeitschr. 180, 201, 1927. 
2 Der Kreislauf der Kohlenséure in der Natur, 8. 146. Carbon-Dioxide 
Evolution of Soil and Crop-Growth. Soil Science 28, 6, 1927. 
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werden. Es lauten folglich meine Resultate, die ich in der bereits e; 
wahnten Arbeit und in meiner ausfiihrlichen Abhandlung iiber dics 
Frage an einem anderen Orte! veréffentlicht habe, folgendermabe 


Erlenwald. . . . . 0,237 g pro Quadratmeter und Stunde 
Kieferwald ... . 0,298¢ ,, rs 
Buchenwald .. . . 0,87 g ,, 7 - -" 


In den in meiner ausfiihrlichen Arbeit veréffentlichten Abbildunge: 
sind die Daten beziiglich der Bodenatmung mit einer Dezimalste|\; 
nach links zu berichtigen. Durch diese Korrektion werden natiirlic} 
die biologischen Zusammenhange und die itibrigen Resultate meine: 
Arbeit nicht beriihrt. 

Ich bin Dr. Romell jedenfalls sehr dankbar fiir seine Mitteilung 


wodurch ich in den Stand gesetzt wurde, diese Korrektionen rechtzeitiy 
durchfiihren zu kénnen. 


1 Untersuchungen iiber die Kohlenstoffernihrung des Waldes. Flora 
21, 316, 1927. 
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Ein Beitrag zur Zinkfrage in der Pflanzenbiochemie. 


Von 


Mihovil Gratanin-Zagreb (S.H. 8.) 
(Eingegangen am 4. Februar 1928.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die physiologische Funktion des Zinks im pflanzlichen Organismus 
ist bis heute noch nicht geklart, obschon zahlreiche Versuche auf diesem 
Gebiet angestellt wurden; auch eire Einheitlichkeit der Ansichten 
betreffs seiner Wirksamkeit wurde nicht erreicht. Doch lassen sich 
diese seit den 80er Jahren ausgefiihrten Versuche in zwei charak- 
teristische Gruppen teilen: Versuche mit heterotroph lebenden Pflanzen 
ohne Chlorophylizellen und Versuche mit héheren Pflanzen, bei welchen 
die normale Bildung neuer lebender Substanz vermittelst der chloro- 
phyllhaltigen Zelle stattfindet. ! 

Die ersten Versuche mit autotrophen Pflanzen wurden von 
F. Nobbe, Baessler und H. Wille (1) ausgefiihrt ; diese konstatieren eine 
Retardation in der Entwicklung der jungen Maispflanzen, wenn der 
Nahrlésung das Zink in Form von Zn(NO,), oder ZnCO, zugesetzt 
wurde. Das Zink iibte auch dann eine schiadliche Wirkung auf die 
Bildung der lebenden Substanz aus, wenn es in solchen Mengen ver- 
abreicht wurde, da8 das AuBere der Pflanzen gesund zu sein schien. 

Im Jahre 1884 setzte Baumann (2) die Grenze der toxischen Kon- 
zentrationen des Zinks bei 13 Spezies der Getreidearten (mit einer einzigen 
Ausnahme) mit 1 bis 5mg ZnSO, pro Liter Wasser fest. Nur Pinus 
silvestris und Abies excelsa haben noch eine Lésung von 10mg ZnSO, 
in 1 Liter Wasser vertragen. Nach Th. Bokorny (3) wirkt Zink entweder 
toxisch auf die Keimung der Samen von Gerste, Weizen, Linsen usw. oder 
hat keine Wirkung, je nach der Konzentration des Zinksalzes. Auch 
Ehrenberg (4) konnte immer eine toxische Wirkung des Zinks auf die Ent- 
wicklung der Pflanzen feststellen. Nur M. Javillier (5) schreibt dem Zink 
eine stimulative Rolle im Pflanzenleben zu, er fand durch Zinkdiingung 
eine merkwiirdige Erhéhung der Trockensubstanzernte der Gramineen. 
Seinen Ansichten nach hat diese Erkenntnis auch eine praktische Bedeutung, 
denn das Zink kann als ,,engrais complementaire“ eine Anwendung finden. 
Brenchley (6) konnte in keinem Falle die Versuchsresultate von Javillier 
in Wasserkulturen bestatigen. 
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Viel zahlreicher sind die Versuche iiber die Wirkung des Zink. 
auf den Bau- und Betriebsstoffwechsel in den heterotrophen Pflanzey 
welche gezeigt haben, daB bei gewissen Konzentrationen der Zink. 
salze ihre Lebensprozesse stimuliert wurden. Diese stimulative Wirkuny 
wurde erst von Raulin (7) bei Pilzen festgestellt. 


Nach Richards (8) stieg durch die Zusetzung von 0,0005°% ZnSO, 
zu dem Nahrmedium die Pilzproduktion erheblich, durch Zusetzung von 
0,003°, ZnSO, wurde die Produktion der lebenden Substanz verdoppelt. 
Ono (9) fand eine bessere Entwicklung des Aspergillus niger, wenn de 
Zuckerlésung das Zink zugesetzt wurde. Auch Kosinsky (10) konnte 
schon durch ganz kleine Dosis von 0,0005°% ZnSO, die Atmungsintensit it 
bei Aspergillus hervorrufen. Zu &hnlichen Resultaten kam auch Javillier (11): 
Durch Zusetzung von 0,0005% ZnSO, zur Zuckerlésung stieg Hefen 
produktion vierfach. Pulst (12) spricht von der Desinfektionswirkung 
des Zinks, wundert sich aber, daB das Penicillium glaucum bessere Ent- 
wicklung im Naéhrmedium mit ganz kleinen Dosen Zink zeigt. Nach 
Bokorny (13) sind die Infusorien sehr empfindlich gegen Zink, so daB schon 
in der Lésung von 0,001% ZnSO, sich ihre Bewegung schwacht; dice 
Saccharomyceten sterben erst in 1%iger ZnSO,-Lésung ab. In neueste: 
Zeit behauptet H. Bortels (25), daB Zink fiir Aspergillus niger, wahr-. 
scheinlich auch fiir Bacillus prodigiosus und fiir Hefe notwendig ist. 
Zink férdert das vegetative Wachstum und hemmt die Fruktifikation 
bei Aspergillus niger. 


Aus allen hier angefiihrten Versuchsresultaten ist also ersichtlich. 
daB das Zink als Reiz der physiologischen Prozesse, besonders der 
Atmung von chlorophyllosen Pflanzen angesehen werden kann, dab 
aber bei den autotrophen Pflanzen die Frage nach der physiologischen 
Funktion des Zinks noch offen bleibt, und in dieser Richtung soll 
unsere Arbeit mehr Licht bringen. 


Durch unsere Versuche wurde die Wirkung des Zinksulfats auf 
die Keimung der Samen, Entwicklung der Keimpflanzen, weiter auf 
die Tatigkeit der Chlorophylizellen, die Synthese und Hydrolyse der 
Starke in Pflanzenblittern und besonders in den SchlieBzellen der 
Blatter und auf die Nahrstoffaufnahme der Pflanzen durchgepriift. 


In dieser Abhandlung, welche gréBtenteils in den Jahren 1922/25 
im pflanzenphysiologischen Institut der Karlsuniversitat in Prag aus- 
gefiihrt wurde, werden nur die Versuche iiber den EinfluB des Zink- 
sulfats auf die Keimung der Samen und die Entwicklung der Keim. 
pflanzen sowie auf die Tatigkeit der Chlorophyllzellen und auf die 
Nahrstoffaufnahme besprochen. 

Ich halte es fiir eine angenehme Pflicht, dem Herrn Prof. Dr. 
B. Nemec, dem Vorstand des pflanzenphysiologischen Instituts, sowie 
dem Herrn Dozenten Dr. S. Prét fiir ihre wertvollen Ratschlage an 
dieser Stelle meinen gréBten Dank auszusprechen. 
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\. Uber den Einflu8 des Zinksulfats auf die Keimung der Samen und auf die 
Entwicklung der jungen Keimpflanzen. 


I. Der EinfluB des Zinksulfats auf die Keimung der Samen. 


Diese Versuche hatten den Zweck, die Grenze der toxischen baw. det 
stimulativen Konzentrationen fiir die Keimung der Samen unserer ver- 
«hiedenen Kulturpflanzen zu bestimmen. Es wurden nur mechanisch 
mverletzte Samen benutzt. Zu den Versuchen wurde chemisch reinstes, 
kristallisiertes Zinksulfat (2. Merck) verwendet, von welchem 0,001- 
v0l-, O,1- und 0,5°,ige Lésungen in destilliertem Wasser zubereitet 
wurden. Der KeimprozeS der Samen wurde in Keimschalen verfolgt, 
deren Boden mit Filtrierpapier bedeckt und mit 40 cem der angefiihrten 
Lésungen angefeuchtet war. In Kontrollschalen wurden 40 cem destillierten 
Wassers zugefiigt. In jede Schale wurden 100 Samen eingesetzt. Die 
Keimungsversuche wurden in einem Thermostaten bei 20 bis 22°C ausgefiihrt . 
Die transpirierte Wassermenge wurde taglich durch destilliertes Wasser 
ersetzt, damit sich die Konzentration der Lésungen méglichst wenig durch 
das Verdunsten andert. Jeder Versuch wurde dreimal wiederholt und der 
Mittelwert berechnet; die wahrscheinlichen Schwankungen wurden mittels 
Ausgleichs nach der ersten Potenz bestimmt. 

Die Tabelle I gibt uns das Bild iiber den Verlauf der Keimung von 
samen der Zea mays, Secale cereale, Vicia sativa, Pisum sativum, Phaseolus 
vulgaris, Linum usitatissimum, Medicago sativa und Brassica napus oleifera. 

Wir sehen, da8 das Zinksulfat verzégernd auf die Keimung von Samen 
Zea mays, Vicia sativa, Phaseolus vulgaris, Medicago sativa, Linum 
usitatissimum und Brassica napus oleifera erst dann gewirkt hat, wenn er 
in 0,1°,iger Konzentration dargereicht wurde. Bei Pisum sativum wirkte 
schon 0,001°%,ige Lésung auf die Keimung der Samen Seiuedliad obwohl 
Bokorny noch die 0,1- und 0,02 °, igen Lésungen des Zn 8 O, fiir die Keimung 
der Erbse als unschaédlich bezeichnet. Auch bei derselben Art ist die 
Wirkung des Zinksulfats nicht immer dieselbe, da sie wahrscheinlich vom 
Alter der Samen, vom Reifegrad und iiberhaupt von der Konstelation aller 
inneren Faktoren der Semen abhangig ist. Die Samen der Pflanzen Secale 
cereale haben noch eine 0,1°,ige Konzentration des Zinksulfats vertragen. 

Aus der Tabelle I ist weiter ersichtlich, daB8 in einigen Fillen das 
Zinksulfat die Keimungsenergie der Samen stimuliert hat; in Schalen mit 
0,001% ZnSO, konnte man schon nach 48 Stunden 95,3 + 1,19% der 
Keime von Zea mays feststellen, obwohl in Kontrollschalen mit destilliertem 
Wasser nur 58,0 + 1,79% der Samen gekeimt war. Auch bei Brassica- 
samen konnte in 0,001°,iger Zinksulfatlésung die Beschleunigung der 
Keimung festgestellt werden. 

Das Zinksulfat kann also bei der Keimung der Samen auBer einer 
toxischen in einigen Fallen noch eine stimulative Wirkung haben. 

Auch die erste Entwicklung der Keime wurde verfolgt und festgestellt, 
daB die optimalen Konzentrationen fiir die Keimungsschnelligkeit der 
Samen mit den optimalen Konzentrationen fiir die Entwicklung des jungen 
Keimes nicht tibereinstimmen. 

Nach 72 Stunden war die Lange der Keime von in destilliertem Wasser ge- 
keimten Zea-mays-Samen durchschnittlich 16 mm, diejenige von Samen in 
Lésung von 0,001% ZnSO, 20mm, in Lésung von 0,01°, war die Lange 
Il mm und in Lésung von 0,1°, ZnSO, hat die Lange nur 5 mm betragen. 
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Obwohl die Keimungsenergie der Samen in der Lésung 0,01 °,, nach 72 Stunden 
99,3 + 0,16°%, und in destilliertem Wasser 99,0°, betrug, war die Ent- 
wicklung der Keime in der Zinksulfatlésung etwas schwicher. Auch bei 
Vicia sativa, Secale cereale, Phaseolus vulgaris und Linum usitatissimum 
konnte man &hnliche Erscheinung beobachten. 

Der Keim ist also viel empfindlicher gegen Zinksulfatlésungen als der 
Samen selbst. Die toxische Wirkung wurde auf jungen Wurzelsystemen 
durch Auftreten von braunen Flecken beobachtet. 

Unter dem EinfluB des Zinksulfats konnte auch eine bessere Entwicklung 
der Keime beobachtet werden, wie z. B. bei oben angefiihrten Versuchen 
mit Zea mays der Fall ist. Die mittlere Lange der 1m destillierten Wasser 
gekeimten Samen von Pflanzen Secale cereale nach 72 Stunden war 6 mm, 
in 0,001°% iger Lésung von ZnSO, betrug 10mm, in 0,01°,iger Lésung 
3mm und in 0,1°%iger 2mm. 

Aus vorstehenden Versuchen kénnen wir schlieBen, dap das Zink- 
sulfat wie stimulierend, so auch toxisch auf die Keimungsenergie der 
Samen wirken kann; in unseren Fallen liegt seine stimulative Wirkung — 
welche wahrscheinlich in der Férderung der Enzymtatigkeit wahrend 
der Keimung der Samen zu suchen ist — bei den 0,001 °, igen Kon- 
zentrationen von ZnSO, und seine toxischen Wirkungen zwischen 
0,001- und 0,1 °%,igen Konzentrationen. 


II. Der EiniluB des Zinksulfats auf die Entwicklung der Keimpflanzen. 


Die weitere Aufgabe unserer Versuche war, die Wirkung des Zinksulfats 
in Wasserkulturen auf die Entwicklung der jungen Pflanzen bei (verschiedener 
Lichtintensitét und Temperatur naher zu verfolgen. 

Als Versuchspflanzen dienten Brassica napus oleifera und Lamium 
album. 

Die Samen von den Pflanzen Brassica napus oleifera wurden am an- 
gefeuchteten Filtrierpapier in Petrischalen zur Keimung gebracht, und aus 
einer Anzahl von Keimpflanzen wurden diejenigen mit ungefahr gleicher 
Entwicklung und gleichem Habitus zu den Versuchen genommen. Von den 
jungen Lamium-album-Pflanzchen, welche im botanischen Garten ge- 
wachsen sind, wurden zu diesen Versuchen nur diejenigen von annéhernd 
gleichem Habitus benutzt. 

Als Nahrlésung diente normale Knoplésung, welcher verschiedene 
Mengen von Zn SQ, zugesetzt wurden. In jeder Versuchsreihe wurden immer 
24 Pflanzchen bei normaler Tagesbelichtung und 24 Pflanzchen im Dunkeln 
stehengelassen. Bei Brassica napus oleifera wurde taglich die Entwicklung 
des hypokotylen Teiles und Wurzeln gemessen und das Mittel aus allen 
24 Beobachtungen gerechnet und graphisch dargestellt. 

Aus den gewonnenen Versuchsresultaten ging in erster Reihe hervor, 
daB die Wirkung des Zinksulfats in groBem MaBe von der Lichtintensitat 
und Temperatur abhangig ist. Toxische Wirkung des Zinksulfats auf die 
Entwicklung der jungen Pflanzen trat bei niedrigeren Konzentrationen des 
Zinksulfats hervor, wenn die Pflanzen dem Tageslicht und gréferer Tem- 
peratur ausgesetzt wurden. 

Die Pflanzen im Dunkeln vertragen also gréBere Konzentrationen des 
Zinksulfats. Abb. 1 gibt uns ein Bild iiber den Verlauf der Pflanzen- 
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entwicklung von Brassica napus oleifera im Dunkeln bei einer Temperat 
von ungefahr 14°C unter dem EinfluB verschiedener Konzentrationen es 
Zinksulfats. (Abb. 1.) 
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Die 0,01 mol. Lésung hat eine deutlich toxische Wirkung auf die 
jungen Pflanzen ausgeiibt, indem die ganzen Pflanzchen schon nach 3 Tagen 
gewelkt haben. 

Durch 0,001 mol. Lésung wurde eine wesentliche Herabsetzung in 
der Entwicklung der Wurzel und des hypokotylen Teiles und das 
Hervortreten der braunen Flecken an den Blattern hervorgerufen. Bei 
den in 0,0001 mol. Lésungen gewachsenen Pflanzen konnte vor allem eine 
starkere Verlangerung des hypokotylen Teiles und schon nach 4 Tagen eine 
bessere Entwicklung der Wurzelhaare gegeniiber den Kontrollpflanzen 


beobachtet werden. 
Tabelle 1]. 
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Bei Pflanzen Brassica napus oleifera wurde festgestellt, daB sie im 
Dunkeln bei der Temperatur von 14°C noch eine 06,0001 mol. Lésung, 
und bei der Temperatur von 7° C noch eine 0,0005 mol. Lésung von Zn SO, 
vertragen. 

Die Tabelle Il, in welcher nur ein kleiner Teil zahlreicher Versuche 
angefiihrt ist, zeigt uns den Zustand der Pflanzen Brassica napus oleifera 
unter dem EinfluB des Zinksulfats bei verschiedener Lichtintensitét und 
Temperatur. 

Im Dunkeln wurde also eine Wachstumsférderung des hypokotylen 
Teiles der Pflanzen in 0,0001 mol. Lésungen des ZnSO, bei 7°C und in 
der N&hrlésung mit 0,00005 mol. ZnSO, bei 20°C erreicht. Auch die 
Bildung der Wurzelhaare konnte man viel friiher in erwiéhnten Nahr- 
jsungen als in normaler Knoplésung beobachten. 

Bei den dem Sonnenlicht ausgesetzten Pflanzen konnte man in keinem 
Falle eine Stimulation in der Produktion der griinen Masse beobachten; 
mit steigender Temperatur und Lichtintensitaét stieg die Empfindlichkeit 
der jungen Pflanzen gegen das Zinksulfat. Obwohl im Dunkeln und bei 
20° C die 0,00005 mol. Lésung des Zinksulfats die Verlangerung des hypo- 
kotylen Teiles der Pflanzen geférdert hat, trat unter dem Einflu® derselben 
Konzentration bei den dem Tageslicht ausgesetzten Pflanzen eineWachstums- 
hemmung der Stengel und besonders der Blattflache ein. 

Aus diesen Versuchen geht also hervor, daB im Dunkeln die ganz 
kleinen Mengen von Zn SO, die Entwicklung des hypokotylen Teiles und der 
Wurzelhaare stimulieren kénnen, daB aber noch viel kleinere Dosen von 
ZnSO, (0,00005 mol.) auf die Entwicklung der Versuchspflanzen am 
Tageslicht hemmend wirken. 


Wir miissen also die Temperatur und die Lichtintensitdt als Faktoren 


ansehen, von denen die Wirkung des Zinksulfats in groBem Mafe ab- 
hangig tat. 

Es ist sonst bekannt, daB sich mit der Temperaturerhéhung auch die 
Giftwirkungen steigern, was besonders aus zahlreichen Angaben von 
B. Zehl (14) ersichtlich ist. 

Ahnliche Versuche wurden mit Lamium album vorgenommen. Eine 
Reihe von Versuchspflanzen wurde dem Sonnenlicht ausgesetzt, die andere 
wurde im diffusen Licht stehengelassen. Aus Tabelle LII, welche die Wirkung 
des Zinksulfats ergé&nzt, ist ersichtlich, daB die Lamiumpflanzen im 
diffusen Licht und bei 16°C noch eine Konzentration von 0,0001 mol. 
Zn SO, vertragen, wahrend bei jenen am Sonnenlicht dieselbe Konzentration 
das Welken der unteren Blatter und Vergilbung der anderen Blatter hervor- 
gerufen hat. 





Tabelle 111. 
es tt \ sell Bee -5 se 
Norm. Knoplésung die Blatter beginnen schwach die Blatter grin 


zu vergilben 
0,0001 mol. ZnSO, die untersten Blatter schwach die untersten Blatter vergilbt 


vergilbt 
0,009 05 mol. die Blatter wie in den norm. die untersten Blatter schwach 
ZnSO, Knoplosangen vergilbt 
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Wir sehen also, daB die Wirkung des Zinksulfats auf die Entwicklung 
der jungen Pflanzen parallel mit steigender Lichtintensitat zunimmt. 

Die schadliche Wirkung von ganz kleinen Konzentrationen des Zink 
sulfats kam zum Ausdruck nicht nur in der Vergilbung der Blatter, sondern 
auch in einer pathologischen Chemimorphose (Pfeifer). Die Blatter werden 
starr und sinken nach unten. 

Basierend auf gewonnenen Resultaten kénnen wir annehmen, dat 
unter dem Einflu8 des Zinksulfats entweder akute Schdden — welche das 
rasche Welken der ganzen Pflanzen (durch groBe Konzentrationen) ode: 
das rasche Zerstéren der Blatter durch Auftreten der braunen Flecken 


{durch kleinere Konzentrationen) zur Folge haben — oder die chronischen 
Schdaden — welche in langsamer Vergilbung der Blatter (durch ganz kleine 
Konzentrationen) zu suchen sind — hervortreten kénnen. 


B. Der Einflu8 des Zinksulfats auf die Titigkeit der Chlorophylizellen. 


Durch vorstehende Versuche wurde konstatiert, da8 durch Zu- 
gabe von ganz kleinen Mengen des Zinksulfats zu dem Nahrmedium 
die chronischen Schaden an Blattern hervorgerufen wurden, daB also 
die Lokalisation der Schiden vor allem in den Chloroplasten zu 
suchen ist. 

Um das Wesen dieser schadlichen Wirkungen naher kennenzu- 
lernen, wurde eine Reihe von Versuchen iiber die Wirkung von kleinen 
Dosen ZnSO, auf die Tatigkeit der Chlorophyllzellen angestellt. 

Es ist bekannt, daB unter den Vegetationsfaktoren, von welchen 
die Tatigkeit der Chlorophylizellen abhangt, auch die Ernahrung 
einen besonderen EinfluB ausiibt. 


Nach Lesage und Schimper (15) wirkt der Uberschu8 von Mineral. 
substanzen auf den Chlorophyllgehalt der Blatter hemmend. Wille (16) 
konnte wieder eine geschwachte Erzeugung des Chlorophylls und Carotins 
bei Mangel von mineralischer Nahrung im Boden feststellen. Dem Eisen 
kommt eine ganz spezifische Rolle bei der Bildung des Chlorophylls zu, 
obwohl es in dem Molekiil des Chlorophylls nicht vorhanden ist; bei seine: 
Abwesenheit entsteht die wohlbekannte Chlorose. Eben durch Abwesenheit 
von einigen anderen Elementen in der Nahrlésung konnte Chlorose beob- 
achtet werden; so stellte Mazé (17) diese am Zea mays bei Abwesenheit 
von Schwefel, Leow (18) bei Mangel von Jod und Manuli (19) bei un- 
geniigender Anwesenheit von Magnesium fest. Auf anderer Seite wurde fest- 
gestellt, daB einige Elemente die Chlorose direkt hervorrufen. Czapek (20) 
spricht von Chlorose der Weinrebe auf sehr kalkreichem Boden. Es ist 
auch aus der Praxis bekannt, daB verschiedene Arten der Weinreben nur 
gewisse Mengen von Bodenkalk vertragen. 


Die Chlorophyllbildung hangt also nicht nur von biogenen Ele- 
menten, welche die Molekiile des Chlorophylls bilden, sondern auch 
von einigen anderen, welche in den Chlorophyllmolekiilen nicht vor- 
handen sind, ab. So nimmt das Eisen wahrscheinlich teil bei der Photo- 
katalyse. Jedenfalls handelt es sich um seine spezifische Eigenschait, 
und alle Bestrebungen, das Eisen in seiner physiologischen Funktion 
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durch andere Elemente zu verwechseln, haben mit einem MiBerfolg 
geendet. 

Durch vorstehende Versuche wurde bewiesen, daB auch das Zink 
die Bildung des Chlorophylls beeintrachtigen kann, und dieses spezi- 
fische Verhaltnis des Zinksulfats gegen lebende Chlorophylizellen zu 
bestimmen, war die weitere Aufgabe unserer Untersuchungen. 

Es wurden deswegen ausfiihrliche Versuche iiber die Wirkung 
ganz kleiner Dosen des Zinksulfats auf die Chloroplasten der Pflanzen 
Lamium album, Mnium undulatum, Elodea canadensis, Glechoma 
hederacea und Polytrichum comune ausgefiihrt. 


Versuche mit Lamium album. 


Die jungen Pflanzen (aus dem botanischen Garten) annéhernd gleicher 
GréBe und gleichen Habitus wurden durch Abwaschen vom Boden sorg- 
faltig befreit, das Wurzelsystem in normale Knoplésungen mit oder ohne 
Zinksulfat hineingetaucht und zur weiteren Entwicklung gebracht. 

Die Versuche wurden parallel bei intensiver und schwacher Belichtung 
durehgefiihrt. Die eine Versuchsreihe wurde naimlich jeden Tag einige 
Stunden dem direkten Sonnenlicht ausgestellt, die andere blieb die ganze 
Versuchszeit im Schatten. Das Verhalten der Pflanzen wurde taglich 
beobachtet. 

Bei den Blatteranalysen haben wir uns des Jod-Jodkalis mit Glycerin 
zur Bestimmung der Starke und 0,125 mol. Lésung der Saccharose zur 
Bestimmung der Reversibilitét der Chlorophyllbildung in _ vergilbten 
Blattern bedient. [ 

Wir benutzten 0,0005-, 0,0001-, 0,00005 mol. Lésungen von ZnSQ,. 
Jede Versuchsreihe wurde viermal wiederholt. Der Versuch dauerte 30 Tage. 
Die Zimmertemperatur wéhrend der Versuche bewegte sich zwischen 
17 bis 21°C. 

Das Vergilben der Blatter beginnt unter dem EinfluB des Zinksulfats 
nach einigen Tagen zuerst an untersten Blattern der Pflanzen, und zwar 
in héchsten Zn SO,-Konzentrationen und bei intensiver Belichtung; dieses 
Vergilben ging nicht fleckenweise, sondern gleicherweise am ganzen Blatte 
vor sich. 

Nach 20 Tagen sind die Blatter der Pflanzen in normalen Knoplésungen 
normal griin, diejenige aus 0,0005-, 0,0001- und 0,00005 mol. Lésungen 
von ZnSO, und dem Sonnenlicht ausgesetzte Pflanzen sind schwach gelb. 
Die jiingsten Blatter sind noch griin. Die Blatter sind dagegen nicht mehr 
saftig, sondern starr. 

Die Pflanzen im diffusen Licht vertragen besser die schédliche Wirkung 
des Zinks: Diejenige in Konzentrationen von 0,00005 mol. ZnSO, haben 
noch dieselbe lichtgriine Farbe wie die Kontrollpflanzen, diejenige aber in 
Konzentrationen 0,0001- und 0,0005 mol. Zn SO, haben schon aie untersten 
Blatter schwach vergilbt. Auch hier konnte man die Erstarrung der Blatter 
in Zinksulfatlésungen beobachten. 

Das Wurzelsystem der Pflanzen aus Zinksulfatlésungen zeigt in keinem 
Falle einen mikroskopisch merklichen Unterschied von jenen der Pflanzen 
aus normalen Knoplésungen. 

Bei den in Naéhrlésungen mit ZnSO, und dem Sonnenlicht ausgesetzten 
Pflanzen konnte men wahrend der ganzen Versuchszeit fast keine weitere 
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Entwicklung beobachten, obwohl die Pflanzen aus normaler Knoplésung 
zwei oder drei neue Blatter erzeugt haben. Diese Tatsache spricht dafii; 
daB auch die photosynthetische Assimilation unter dem EinfluB des Zink. 
sulfats eine Depression erleiden kann. 

Am Ende der Versuchszeit wurde die mikroskopische Analyse de 
vergilbten Blatter vorgenommen, denn es war in erster Reihe interessant. 
festzustellen, ob die parenchymatischen Zellen der vergilbten Blatter nac! 
dem groBen Verlust des Chlorophylls noch am Leben sind. Die Unter. 
suchungen haben gezeigt, da®B die Chloroplasten der Pallisadenzellen a) 
Chlorophyll sehr arm sind, und daB sie durch Behandlung mit Jod-Jodka| 
fast keine Starke aufgewiesen haben. Dieselbe Beobachtung konnte friil, 
am Mittag und abends festgestellt werden. Schon diese Tatsache sprich: 
deutlich dafiir, daB in Pallisadenzellen keine Photosynthese stattfand 

Die SchlieBzellen waren aber sehr reichlich mit Chlorophyll gefiillt, 
zugeschlossen und reich an Starke. 

Um die Vitalitét der Chloroplasten und die Reversibilitét der Chloro. 
phyllbildung in vergilbten Blattern zu bestimmen, wurden weitere Versuch: 
ausgefiihrt. Ich bediente mich dabei der Erfahrungen Palladins (21), dat 
die etiolierten Blatter der Lupine auf léslichen Kohlehydraten wiede: 
das Chlorophyll erzeugen. 

Es wurden einige vergilbte Blatter (aus den Nahrlésungen mit 0,0001 mo! 
ZnSO, und dem Sonnenlicht ausgesetzten Pflanzen) auf die 0,125 mo! 
Lésung der Saccharose und auf die 0,125 mol. Lésungen der Saccharos: 
+ 0,01 mol. ZnSO, aufgelegt. 

Nach 2 Tagen konnte man in den Blattern auf den Lésungen der reine: 
Saccharose teilweise und nach 4 Tagen fast vollstandig die Chlorophy!! 
bildung beobachten, wiéhrend in denjenigen auf Saccharoselésung mit 
ZnSO, aufgelegten Blattern keine Chlorophyllbildung stattfand. 

Die unter dem EinfluB des Zinksulfats vergilbten Blatter betragen 
sich also gegen Saccharoselésungen féhnlich wie Palledins  etioliert: 
Lupinenblatter, obwohl das Griinen unserer Blatter einen langsameren 
Verlauf hatte und nicht bei allen Blaéttern zustande kam. 

Ahnliche Versuche wurden mit Pflanzen von Glechoma hederacea aus. 
gefiihrt. Die Pflanzen waren noch empfindlicher gegen Zinksulfat al- 
Lamium album. Die reversible Bildung des Chlorophylls in vergilbten 
Blattern konnte durch das Auflegen auf die 0,125 mol. Saccharoselésung 
iiberhaupt nicht oder nur teilweise hervorgerufen werden. Es muB abe: 
betont werden, daB die schwach vergilbten Glechomablatter keine ode: 
eine schwache Vitalitét zeugten; die Plasmolyse ging nur bei einigen Zeller 
sehr schwach vor sich. 


Diese Versuchsresultate sprechen ganz deutlich dafiir, dap ein Zu- 
sammenhang zwischen der Wirkung des Zinksulfats und der Tatigkeit 
der Chloroplasten besteht, und daf das Zink eine negative Rolle bei den 
Chloroph yllbildungsprozessen spielt. 


Versuche mit Mnium undulatum. 


Die Methodik dieser Versuche war ahnlich wie in den vorhergehenden, 
mit dem Unterschied, da8 die ganzen Pflanzchen in die Nahrlésungen ein- 
getaucht wurden. 

Als Naéhrmedien dienten: 
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I. Wasser (gewéhnliches) mit verschiedenen Mengen des Zinksulfats 
entsprechend 0,1-, 0,05-, 0,01-, 0,005-, 0,001-, 0,0005- und 0,0001 mol.). 
Il. Normale Knoplésung mit denselben Konzentrationen ZnSQ,. 
Ill. Die Saccharoselésungen (0,1-, 0,125-, 6,25 mol.) mit denselben 
Konzentrationen ZnSO, wie bei I. 

Die Versuche wurden wieder bei schwacher und intensiver Belichtung 
ausgefiihrt. Die Mitteltemperatur im Schatten war 17°C. 

Die Saccharoselésungen wurden taéglich gewechse!t, um die eventuelle 
Entwicklung der verschiedenen Pilze, welchen die Saccharose als gutes 
Respirationsmaterial dienen konnte, zu eliminieren. 

Bei den Versuchspflanzen im Schatten konnte man das Verschwinden 
des Chlorophylls unter dem EinfluB des Zinksulfats in allen Fallen zuerst 
in jiingsten Blattern beobachten (zum Unterschied von Lamiumblattern, 
bei denen das Verschwinden des Chlorophylls erst aus den untersten Blattern 
stattgefunden hat). Mit steigender Zeit verschwindet das Chlorophyll auch 
aus &lteren Blattern; schneller bei den Pflanzen in Lésungen des Zink- 
sulfats in reinem Wasser oder in Knoplésungen, als in den Lésungen des 
Zinksulfats in reiner Saccharose. Dieses Verschwinden des Chlorophylls 
ging parallel mit dem Steigen der Zinksulfatkonzentration und mit der 
Versuchszeit. Nach 2 Tagen waren die jiingsten Blatter in Konzentrationen 
mit ZnSO, ganz weib. 

In allen Kontrollésungen (reinem Wasser, Knoplésungen und Saccharose- 
lésungen) bleiben die ganzen Pflanzen intensiv griin. 

Bei intensiver Sonnenbelichtung stieg die Aktivitaét des Zinksulfats 
in dem MaBe, daB man das Verschwinden des Chlorophylls aus Chloro- 
plasten der jiingsten Blatter schon nach 2 Stunden bemerken konnte. 
Nach 4 Tagen waren besonders in wasserigen Lésungen des' ZnSO, die 
ganzen Pflanzen fast vollstandig weiB, wihrend die Pflanzen in Kontroll- 
lsungen ihre urspriinglich griine Farbe behalten haben. 

Diese Versuche haben also die friiheren Untersuchungen iiber das 
Verschwinden des Chlorophylis unter dem EinfluB des Zinksulfats bei 
Lamium alb., Glechoma hederacea usw. vollstandig bestétigt und gezeigt, 
da8 die Temperatur und besonders die Lichtintensitét bei der Wirkung 
des Zinksulfats auf den Chlorophyllapparat eine hervorragende Rolle spielt. 

Besonders interessant ist die Tatsache, daB auch die groBen Konzen- 
trationen des Zinksulfats, welche das Plasma sicher téten, das Verschwinden 
des Chlorophylls verursachen. Das Zinksulfat kénnte also die Destruktion 
der Chlorophyllmolekiile wie ,,in vivo* so auch in toten Zellen hervorrufen. 

Durch mikroskopische Analyse der weiBen Blatter wurde festgestellt, 
daB sie in Saccharoselésung vollstandig, teilweise oder iiberhaupt nicht 
plasmolysieren, je nachdem sie jiinger oder alter waren, nach der Wirkungs- 
zeit und der Konzentration des Zinksulfats. Je alter die Zellen waren, je 
niedriger die Konzentration des Zinksulfats und je kiirzer die Wirkungszeit, 
desto langer haben die Zellen ihre Vitalitét aufbewahrt. Es wurde also 
gefunden, daB auch einige ganz chlorophylifreie Zellen noch einige 
Zeit am Leben bleiben konnten. Ohne eigentlichen Assimilationsapparat, 
welcher zu ihrer Haushaltung und Erhaltung des physiologischen Gleich- 
gewichts notwendig ist, miiBten sie friih absterben. 

Es wurde weiter gepriift, ob in diesen chlorophylifreien Zellen eine 
Reversibilitat der Chlorophyllbildung méglich ist. Die Pflanzen mit weiBen 
Bléttern wurden nach Abwaschen im destillierten Wasser in die 0,2 °,ige 
Saccharoselésung hineingetaucht; die Reversibilitét des Chlorophylls 
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konnte nur in einigen Fallen und nur teilweise an Blattern beobachte: 
werden, wahrscheinlich in Zellen, welche noch am Leben waren. 

Auch diese Versuche waren mehrmals wiederholt. 

Analoge Versuche haben wir mit Elodea canadensis und Polytrich wy 
commune unternommen und haben aéhnliche Resultate bekommen. Wi; 
werden hier auf diese Versuche nicht naher eingehen, wollen aber 1; 
hervorheben, daB, obwohl die Elodea nicht so empfindlich gegen das Zink. 
sulfat war, doch dieselben Erscheinungen hervorgerufen wurden. 

Es bleibt nun noch die Frage iibrig, ob der VerschwindungsprozeB dex 
Chlorophylls unter dem direkten Einflu®8 des Zinks steht, indem dix 
chemischen Eigenschaften des Zinks ,,in vitro“‘ zum Ausdruck kommen 
oder unter seinem EinfluB die enzymatischen chlorophyllispaltenden Pro. 
zesse eine Stimulierung finden. 

Die vorhergehenden Versuche haben gezeigt, daB das Verschwinden 
des Chlorophylls aus Chloroplasten von Mnium undulatum auch dann vo. 
sich gehen konnte, wenn durch groBe Zinksulfatkonzentration das Leben 
der Zellen sistiert wurde. Es konnte also auch in toten Zellen das Ver. 
schwinden des Chlorophylls unter dem Einflu8 des Zinksulfats stattfinden. 

Die Funktion des Zinks steht im Antagonismus zur physiologischen 
Funktion des Eisens: Wahrend die Abwesenheit des Eisens im Nahr. 
substrat Chlorose bei Pflanzen verursacht, kann bei Gegenwart von Zink. 
sulfat im N&éhrmedium &hnliche Erscheinung hervorgerufen werden. 

Nehmen wir das Eisen als positiven Katalysator bei der Synthese ce. 
Chlorophylls an, so kénnen wir das Zink in diesem Sinne als negativen 
Katalysator bezeichnen. 

Nach Palladin (21), Wiesner und Correns (22) ist die Bildung des 
Chlorophylls ein OxydationsprozeB. Das Eisen dient bei diesen Prozessen 
wahrscheinlich als Sauerstoffiibertrager. Basierend auf dieser Erkenninis, 
kénnen wir vermuten, da8 der Grund der Chlorophyllspaltungsprozesse 
unter dem Einflu8 des Zinksulfats in den chemischen Eigenschaften des 
Zinks, némlich in seiner Reduktions’ ihigkeit zu suchen ist. Wir diirften 
aber nicht vergessen, da8 durch hohe Konzentrationen des Zinksulfats 
das Protoplasma im Grafeschen Sinne abgetétet werden kann, nicht aber 
die Aktivitaét der Enzyme. Wie aus unseren Studien der Katalyse bei den 
autotrophen Pflanzen hervorgeht, kann das Zinksulfat das Plasmaleben 
von Pflanzen Mnium undulatum sistieren, ohne daB dabei die Aktiviti 
dieses Enzyms eine Stérung erfaéhrt. Da die Zersetzung des Chlorophy|ls 
wahrscheinlich wie fast alle Zersetzungsprozesse enzymatische Prozesse 
sind, welche, wie bekannt, durch éuBere Faktoren reguliert (d. h. stimuliert 
oder gehemmt) werden kénnen, miissen wir annehmen, da auch das Zink- 
sulfat einen Einflu8 auf die enzymatischen chlorophyllspaltenden Prozesse 
ausiibt. Die Tatigkeit der Chlorophyllase, welche Wéilistdtter (23) iiberall 
als Begleiter des Chlorophylls aufgefunden hat, und welche die Alkoholyse 
hervorrufen kann, indem sie in alkoholischer Lésung das Phytol abspaltet. 
héngt ohne Zweifel auch bei unseren Versuchen von der Zinksulfatkonzen- 
tration ab. Da wir eine Beschleunigung der chlorophyllspaltenden Prozess¢ 
unter dem EinfluB des Zinksulfats bewiesen haben, liegt es nahe, zu ver. 
muten, daS seine Wirkung in der Stimulierung dieser enzymatischen Pro- 
zesse zu suchen ist. In lebender Zelle kann das Zinksulfat ahnlich wirken, 
doch hangt seine Wirkung von den regulativen Prozessen des lebenden 
Plasmas ab. Und umgekehrt steht auch die Tatigkeit des lebenden Plasmas 
unter dem Einflu8 des Zinksulfats, indem dieses den Kolloidzustand des 
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Plasmas (Dispersitéts-, und Viskositétsgrad) zu andern vermag. Durch 
hohere Konzentrationen des Zinksulfats (wie mikroskopisch festgestellt), 
wurde die Koagulation des Plasmas herbeigefiihrt, welche die Abtétung 
des Plasmas zur Folge hatte. Aber nicht nur das! Auch die Chlorophyll- 
kérner verschwinden aus den Chloroplasten unter dem EinfluB dieser hohen 
Konzentrationen. Die Wirkung des Zinksulfats ist also zweiseitig. 


Auf Grund der Untersuchungen von Bokorny (3), nach welchen das 
Zink in héheren Konzentrationen toxisch wirkt und in niedrigeren ohne 
EinfluB auf die Keimung der Samen einiger Kulturpflanzen ist, wie auch 
auf Grund unserer Versuche mit Samen kénnte man vermuten, dai die 
niedrigen Konzentrationen des Zinksulfats auch keine schaédliche Wirkung 
auf den Verlauf der normalen Lebensprozesse der héheren Pflanzen haben 
werden. Das ist aber nicht der Fall! Die griinen Pflanzen, welche die Energie 
der Sonnenstrahlen mittels Chloroplasten ausniitzen, reagieren auf das 
Zink viel empfindlicher. Sobald die Pflanze die ersten Blatter erschafft 
und die weitere Entwicklung durch photosynthetische Assimilation er- 
mdglicht, treten die Zinkschédigungen deutlich hervor. Das ist der Beweis, 
daB die spezifische Schidigung der Pflanzen durch ZnSO, vor allem in 
Chloroplasten zu suchen ist. 

Wir sehen, daB die Ergebnisse, welché Javillier und Bertrand (24) 
bei Versuchen mit Aspergillus niger bekommen haben, die Applikation bei 
héheren Pflanzen nicht finden kénnen, obwohl Javillier angeblich auch 
bei griinen Pflanzen eine Erhéhung der Pflanzenproduktion erreicht hat. 
Da muB betont werden, daB diese Versuche im Boden ausgefiihrt wurden, 
also in einem heterogenen System, in welchem das Zink in eine ganze Reihe 
von chemischen, physikalischen und _ biologischen Reaktionen eintreten 
konnte. Auf Grund der bisherigen Untersuchungen kann das Zink — wie 
erwihnt — die Lebensprozesse einiger heterotrophen Organismen in groBem 
MaBe stimulieren, und es ist wahrscheinlich, daB bei Javilliers Versuchen 
die Wirkung des Zinks vor allem in der Erhéhung der mikrobiologischen 
Tatigkeit des Bodens zu suchen ist. Schon A. Baumann (2) hat darauf 
hingewiesen, da8 das Zinkvitriol in Sand schédlich und in humosem Kalk- 
boden entscheidend férderlich wirkt. Es kann wohl unter dem Einflub 
des Zinksulfats die partielle Sterilisation des Bodens verursacht werden, 
welche dann indirekt einen stimulierenden Einflu8 auf den Ertrag der 
Gewachse haben kann. Der Boden eignet sich demnach nicht fiir das Studium 
der physiologischen Funktion des Zinks bei héheren Pflanzen. 

Durch unsere weiteren Untersuchungen wurde wirklich bewiesen, 
da8 auf einigen Béden durch Zinksulfatdiingung die Entwicklung der 
Pflanzen nicht beschaédigt wurde, ja in einigen Fallen wurde der Ertrag 
erhéht. Ebenso wurde gefunden, daS8 auf einigen Béden die Nahrstoff- 
aufnahme durch die Zinksulfatdiingung geférdert wurde; diese Versuchs- 
ergebnisse berechtigen uns doch nicht, dem Zink eine niitzliche Rolle im 
LebensprozeB der griinen Pflanzen zuzuschreiben. An diesem Orte werden 
wir auf diese Versuche nicht n&her eingehen, es sei aber nur bemerkt, dal 
auf zwei nicht kalkreichen Béden nach Zufiigung von 0,01°% ZnSO, keine 
Beschéidigung der Lupinus-angustifolius-, Pisum-sativum-, Ornithopus- 
sativa- und Avena-sativa-Pflanzen konstatiert werden konnte, ja 
bei Diingung mit 0,001°%, ZnSO, wurde auf beiden Béden mit Pisum 
sativum und Avena sativa eine Erhéhung der Trockensubstanzproduktion 
festgestellt. Die Tatsache, daB8 durch Dimgung mit 0,01°%, ZnSO, keine 
Beschadigung der zitierten Pflanzen stattfand, gibt den Beweis, dai das 
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Zinksulfat im Boden in eine wenig aktive Form iibergefiihrt wurde; denn 
in Wasserkulturen vertragen die Pflanzen nicht die noch niedrigeren Kon. 
zentrationen. 

Auch die Resorption der Phosphorséure und des Kalis durch die Roggen. 
pflanzen in ihrer ersten Vegetationsperiode fand in einigen Fallen dure} 
Diingung mit 0,005 bis 0,001 °, ZnSO, bedeutende Erhéhung. Die Differenz 
in der Phosphorséureaufnahme zwischen mit 0,001°, ZnSO, gediingten 
und ungediingten Béden (berechnet auf 100 Roggenpflanzen und 100 ¢ 
Boden) variierte zwischen 0 bis 5,4808 mg P,O,;, und die Differenz in de: 
Kaliaufnahme variierte zwischen 1,930 bis 2,7025mg. Es scheint, dai 
auch die Stickstoffassimilation unter dem EinfluB der Zinksulfatdiingung 
eine Erhéhung finden kann, da in manchen Vegetationsschalen, in welchen 
Zinksulfat dem Boden zugesetzt wurde, eine kraftigere Entwicklung uni 
intensivere griine Farbe der Blatter erzeugt wurde. Es muB aber noch erwahnt 
werden, da auf einigen Béden unter dem EinfluB der Zinksulfatdiingung 
eine Vergilbung der Roggenpflanzen und weiber Lupine beobachtet wurde 

Aus allen diesen Versuchen sehen wir, wie verschieden der Einflul 
des Zinksulfats auf das Pflanzenwachstum sein kann, wenn man als Nahr. 
medium den Boden benutzt. Jetzt verstehen wir die Versuchsresultat: 
von Javillier und Bertrand und ihre weitgehenden Deduktionen, indem si: 
sagen: ,,Ce resultat s’explique en admettant que le zinc et le manganés: 
présents chez les végétaux sont des éléments indispensables au fonctionement 
intégral de la cellule, qu’ils intervienent dans la transformation dont |a 
plante est le laboratoire comme de reactifs catalytiques grace aux quelles 
s’elaborent, au moins en partie, les princips immediats“. 

Obwohl bisherige Untersuchungen (mit einer Ausnahme) das Zink als 
schadliches Element fiir die autotrophen Pflanzen anerkannt haben, zeichnen 
sich die sogenannten Galmeipflanzen durch einen besonders hohen Zink. 
gehalt aus. Das sind aber Abweichungen von normalen Verhialtnissen, 
und man kann sie durch Anpassung der Pflanzen oder durch Mutation 
erklaren. Es ist auch bekannt, da8 die Pflanzen unter gewissen Umstanden 
solche Quanta von Elementen, welche sonst absolut schédlich wirken 
miiBten, in ihren Zellen anspeichern kénnen. So wurde in der Asche einige: 
Koniferen bis 40°, Mangan und bei einigen Lycopodiumarten bis 40° 
Aluminium nachgewiesen. Solche Pflanzen haben also die Fahigkeit, di: 
aufgespeicherten Elemente unschaédlich zu machen. 


Zusammenfassung. 


Es wurde die Frage studiert, welchen EinfluB das Zinksulfat aut 
die Lebensprozesse einiger autotrophen Pflanzen haben kann, um so 
seine physiologische Wirkung, welche bis jetzt noch nicht endgiiltig 
bestimmt werden konnte, naher zu charakterisieren. Die Resultat: 
kénnen im Folgenden zusammengefaBt werden: 

1. Die erhaltenen Versuchsergebnisse, wie auch die Versuchs- 
resultate anderer Autoren berechtigen die Behauptung, daB das Zin! 
bei den heterotrophen Pflanzen eine physiologisch ganz andere Roll: 
spielt als bei autotrophen, griinen Pflanzen. Wdhrend es bei einigen 
heterotrophen Pflanzen als typischer Stimulator der Lebens prozesse angesehen 
werden darf, wirkt es auf die héheren griinen Pflanzen immer schéddlich 
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2. Durch die erste Versuchsreihe wurde festgestellt, dab das 
Zinksulfat in gewissen Konzentrationen auf die Keimungsenergie der 
Samen einiger unserer Kulturpflanzen stimulierend wirken kann, 
wenn auch in geringem MaBe. Diese Beschleunigung der Keimungs- 
prozesse dauerte nur so lange, bis die Keimlinge die ersten Blatter 
ausgetrieben hatten und die Méglichkeit bekamen, neue lebende Materie 
mittels Chlorophylizelien zu_bilden. 

3. Wenn die positive Tatigkeit der Chloroplasten durch den Licht- 
mangel sistiert wurde, so konnte die stimulative Wirkung des Zink- 
sulfats auf die Verlangerung des hypokotylen Teiles der Brassica- 
napus-oleifera-Pflanzen wieder stattfinden. 

4. Durch zahlreiche Versuche wurde festgestellt, daB die Aktivitat 
der Zinksulfatwirkung mit Erhéhung der Temperatur und besonders 
mit Zunahme der Lichtintensitat steigt. Es lassen sich demnach die 
Grenzen der toxischen Konzentrationen nur in Beziehung zu Tem- 
peraturgrad und Lichtintensitat prazisieren. 

5. Die Konzentrationen des Zinksulfats gréBer als 0,001 mol. 
haben bei Lamium album und Glechoma hederacea immer akute Schaden 
verursacht, welche durch schnelles Absterben der Pflanzen infolge 
des raschen Welkens oder infolge einer merklichen Beschadigung des 
Blattgriins gekennzeichnet wurden. Bei niedrigeren Konzentrationen 
traten chronische Schdden hervor, die eine konstante Verminderung 
des Chlorophytlgehalts in Chloroplasten zur Folge hatten und demnach 
die Vergilbung der Blatter hervorgerufen haben. Diese Herabsetzung 
der Chloroplastentatigkeit brachte auch die Herabsetzung der photo- 
synthetischen Assimilation, also eine nicht normale Ernahrung der 
Pflanzen mit sich. 

6. Bei Mnium undulatum und Elodea canadensis konnte schon 
in sehr niedrigen Konzentrationen des Zinksulfats das Verlorengehen 
des Chlorophylls aus Chloroplasten bewiesen werden. Die Intensitat 
der Chlorophyllverschwindung ging parallel mit der Steigerung der 
Konzentration des Zinksulfats, mit der Erhéhung der Temperatur und 
der Lichtintensitat vor sich. Die Lichtintensitat spielt eine entscheidende 
Rolle. So wurde festgestellt, daB die Mnium-undulatum-Pflanzen in 
diffusem Lichte und bei einer Temperatur von 10°C nach 10 Tagen 
noch einen groBen Chlorophyllgehalt aufgewiesen haben, wahrend bei 
denjenigen in denselben Konzentrationen, aber dem intensiven Sonnen- 
licht ausgesetzten Pflanzen ein fast vollkommenes Verschwinden des 
Chlorophylls aufgetreten ist. Dieses Verschwinden des Chlorophylls 
ging wie in héheren, so auch in niedrigeren Konzentrationen des Chloro- 
phylls vor sich, was den Beweis gibt, daB diese Zersetzung des Chloro- 
phylls ,,in vivo und in toten Zellen geschehen kann. 
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7. Die Untersuchungen iiber die Méglichkeit der Chlorophy! 
regeneration in vergilbten, aber noch Jebenden Zellen von Lamiu» 
album haben gezeigt, daB diese méglich wurde, wenn die Blatter avy: 
eine 0,125 mol. Saccharoselésung aufgelegt wurden. Auch in einige 
weiBen Mnium-undulatum-Blattern wurde die Reversibilitat der Chloro. 
phyllerzeugung konstatiert, obwohl nur teilweise. 

8. Die Tatsache, daB das Zink eine kontrare Rolle zu Eisen zeigt 
indem es Chlorose bei Pflanzen hervorruft, fiihrt uns zu der Annahme 
dem Zink die Rolle eines negativen Photokatalysators in griinen Zelley 
zuzuschreiben. Obwohl also das Zink als Reiz des vegetativen Wac)is 
tums der niederen Pflanzen wie auch der Keimungsprozesse der Samen 
zu betrachten ist, wirkt es auf die Entwicklung der griinen Pflanze: 
immer toxisch. 

9. Die Erhéhung der Ernteertrige bei einigen Gramineen, welc! 
Javillier und Bertrand infolge Zinkdiingung des Bodens erreicht haben 
ist nicht in der physiologischen Aktivitaét des Zinks bei diesen Pflanzen 
sondern wahrscheinlich in der Beeinflussung der mikrobiologische: 
Tatigkeit des Bodens zu suchen. Durch unsere Versuche wurde wirklic! 
bewiesen, daB durch Zinksulfatdiingung auf einigen Béden der Ertrag 
der Pflanzen erhéht wurde, auf anderen noch die schadliche Wirkung 
des Zinksulfats zum Ausdruck kam; diese Abweichungen zeigten sic! 
wahrscheinlich je nachdem wie das Zink im Boden chemisch oder 
biologisch absorbiert wurde. 

10. Auch die Nahrstoffaufnahme unter dem Einflu®8 der Zink. 
sulfatdiingung wurde verfolgt und auf einigen Béden die Erhéhung 
auf anderen kein Einflu8 und auf wieder anderen ein schadlicher Einflu! 
konstatiert. 
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Uber eine Kohlenoxydverbindung 
des Ferrocysteins und ihre Spaltung durch Licht. 


Von 
Werner Cremer. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 5. Marz 1928.) 


Im Laufe einer Arbeit tiber die Reduktion des Hamins durch 
Cystein' habe ich gefunden, daB die komplexe Verbindung, die beim 
Mischen von Ferrosulfat mit Cystein entsteht, mit Kohlenoxyd reagiert. 
| Atom Eisen nimmt hierbei 2 Molekiile Kohlenoxyd auf. Wie Kohlen- 
oxyd-Himin, so wird auch Kohlenoxyd-Ferrocystein durch Licht 
gespalten. Von den Kohlenoxydverbindungen des Atmungsferments 
und des Himins unterscheidet sich die orangefarbene Kohlenoxyd- 
verbindung des Ferrocysteins durch ihr Absorptionsspektrum. 

Versuch 1. Bindung des Kohlenoxyds (manometrisch). In den 
Hauptraum eines MebgefaiBes' bringt man 2ccm | mol. Boratlésung 
von px 9,5; inden Anhang a 3 mg Cysteinchlorhydrat, in den Anhang b 
1.49 mg Ferrosulfat. Der Gasraum enthilt Kohlenoxyd von Atmo- 
sphirendruck, der Einsatz gelben Phosphor zur Entfernung von 
Sauerstoffresten. Man gibt zunichst das Cystein in das Borat, wobei 
kein negativer Druck auftritt, wenn Cystein und Boratlésung eisenfrei 
sind?. Fiigt man das Ferrosulfat zur alkalischen Cysteinlésung, so 
wird Kohlenoxyd absorbiert. Bei 20° ist die Gasaufnahme in 60 Minuten 
beendet. Dann haben 0,3 mg Eisen 235cmm Kohlenoxyd aufgenommen, 
das sind 2 Mole pro Grammatom Eisen. 


Versuch 2. Entziindet man, nachdem die Kohlenoxydaufnahme 
beendet ist, unter dem MeBgefaiB eine 75-Watt-Metallfadenlampe, so 
wird ein Teil des Kohlenoxyds wieder an den Gasraum abgegeben, 
beim Verdunkeln von der Fliissigkeit wieder aufgenommen. Unter 
den Bedingungen des Versuches | fand ich: Endwert dunkel: 235 cmm 


1 Diese Zeitschr. 192, 426, 1928. 
® Eisenfreies Cystein und eisenfreie Boratlésung, nach der Vorschrift 
von Warburg hergestellt, liefert Kahlbaum. 
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Kohlenoxyd; bei Belichtung wieder abgegeben 68 cmm Kohlenoxy (| 
bei Verdunkelung wieder aufgenommen 69 cmm usw. 

Versuch 3. Der Absorptionskoeffizient a. (a ist definiert durch 
die Gleichung: dij/dx=a.it.c, wo ¢ die Lichtintensitat, x der 
Absorptionsweg, ¢ die Konzentration ist.) Driicken wir x in Zentimeter 
und ¢ in Grammatom Eisen pro Kubikzentimeter aus, so ist a bei cer 
Wellenlange 2: 











A a A a A a 
411 0,62 . 108 470 0,64 . 10° 535 0,23. 10° 
420 0,54 480 0,68 552 0,12 
427 0,53 492 0,63 572 0,00 
436 0,52 505 0,50 595 0,00 
451 0,55 519 0,36 621 0,03 

648 0,00 
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Uber den Ammoniakgehalt 
und die Ammoniakbildung im Muskel und deren 
Zusammenhang mit Funktion und Zustandsinderung. 


V. Mitteilung: 


Der Verlauf der traumatischen Milchsiure- und Ammoniakbildung und ihre 
Abhingigkeit von hemmenden Faktoren'. 


Von 
St. Chrzaszezewski und Wi. Mozolowski. 
{ Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw (Lemberg)). 
Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Ella-Sachs-Plotz-Foundation. 


(Eingegangen am 2. Februar 1928.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Beim Betrachten der Ammoniakbildung im Froschmuskel muB8 
eine weitgehende Ubereinstimmung mit der Milchsiurebildung auf- 
fallen. Fiir den Milchséuregehalt wie fiir den Ammyniakgehalt findet 
man niedrige Ruhewerte und einen sehr raschen Anstieg bei Struktur- 
vernichtung (Zerreibung, Warme-, Chloroform-, Coffeinstarre), dagegen 
einen langsamen Anstieg im isolierten Muskel. Fiir beide Prozesse 
macht sich eine gewisse Abhangigkeit des quantitativen Verlaufs von 
der Jahreszeit und dem Erna&hrungszustande bemerkbar?. 

Besonders ist auch die Ammoniakbildung bei Muskelarbeit, wobei 
die gebildete Ammoniakmenge dem Produkt aus Muskelspannung und 


1 Parnas und Mozolowski, diese Zeitschr. 184, 399, 1927; Klin. 
Wochenschr. 6, Nr. 21, 1927; Parnas, Mozolowski und Lewinski, Klin. 
Wochenschr. 6, 1710, 1927; diese Zeitschr. 188, 15, 1927; Mozolowski und 
Lewinski, diese Zeitschr. 190, 388, 1927; Fletcher und Hopkins, Journ. of 
Physiol. 35, 247, 1906; Meyerhof, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 182, 
232, 284, 1920; 185, 11, 1920; 188, 114, 1921; 191, 128, 1921. 

2 Wir meinen damit nur so viel, daB bei der Ammoniakbildung wie 
bei der Milchséurebildung in den Muskeln von wohlgenahrten, lebhaften 
Fréschen infolge Arbeit, Starren, mechanischer Zerstérung bis doppelt 
soviel Ammoniak gebildet wird als in Muskeln schwacher, iiberwinterter, 
verhungerter Tiere: nicht etwa, da®8 das Auftreten der Ammoniakbildung 
iiberhaupt oder seiner Verkettung mit der Arbeit der Muskeln von der 
Jahreszeit oder meteorologischen Vorgaéngen beeinfluBt wide. 
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Lange proportional ist, der entsprechenden GesetzmaBigkeit bei der 
Milchséurebildung parallel. Hier bestehen jedoch deutliche Unter. 
schiede, vor allem die Unabhangigkeit der Ammoniakbildung von 
Sauerstoff! und ihre Irreversibilitat?. Die Aufgabe dieser Arbeit ist, 
die beiden Prozesse unter analogen Bedingungen zu untersuchen, wm 
zu unterscheiden, ob sie im direkten chemischen Zusammenhang stehen 
oder lediglich parallel verlaufen, indem die Parallelitat dadurch bedingt 
ist, daB beide Vorgange durch ein und denselben Faktor ausgeliist 
werden. Im Rahmen unserer Kenntnisse tiber den Kohlehydratstoff- 
wechsel im Muskel erscheint es méglich, daB in diesen Reaktions- 
komplex auch gewisse Stickstoffsubstanzen einbezogen werden, wobei 
es zur Abspaltung des Ammoniaks kommen kénnte. Es wurde z. B. von 
C. Neuberg und M. Kobel® gezeigt, daB durch die Einwirkung von 
Methylglyoxal auf Aminoséuren und Aminopurine Ammoniak entste}t, 
wodurch die Méglichkeit einer Verkettung der Ammoniakbildung mit 
dem Kohlehydratstoffwechsel gegeben erscheint. Es ist aber auch 
méglich, daB die beiden Prozesse ohne Verkettung parallel verlaufen. 
Da nach der bedeutsamen Entdeckung der Adenylsiure im Muske! 
durch Embden und Zimmermann‘ diese Substanz (deren Desaminierungs. 
produkt, die Inosinséure, im Muskel ebenfalls vorkommt) als die Mutter. 
substanz zu mindestens eines groBen Teiles des Muskelammoniaks er- 
scheinen kann, so ist es nicht unbedingt notwendig, daB die Ammoniak- 
bildung im Muskel ein verketteter Vorgang sei, wie man ihn bei einer 
Desaminierung von Aminosauren, die ohne Oxydation verlauft, suchen 
miBte. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die traumatische Bildung sowohl 
des Ammoniaks wie der Milchséiure untersucht, insbesondere wurde 
gepriift, ob durch den Einflu8 von hemmenden Faktoren eine Trennung 
beider Prozesse zu erreichen ist. 


Methodik. 


Ammoniak wurde nach der Methode von Parnas und Heller® hve. 
stimmt, genau so, wie es von Parnas und Mozolowski® beschrieben wurde. 


1 Parnas und Mozolowski, diese Zeitschr. 184, 424, 1927. 

2 Wir stehen hier auf dem Standpunkt, der von Parnas und Mit- 
arbeitern auf Grund der Versuche dieses Laboratoriums eingenommen wird. 
und ganz im Gegensatz zu den Auffassungen Embdens und seiner Mitarbeiter. 
Die Gegensatze sind in dem Verhandlungsbericht der 10. Tagung der Deut - 
schen Physiologischen Gesellschaft klar auseinandergesetzt. Ber. iiber (. 
ges. Physiol. 42, 560, Dezember 1927. Vgl. auch Parnas und Mozolowski, 
Klin. Wochenschr. 6, 998, 1927; dagegen Embden, ebendaselbst 6, 628, 1927. 

3 Diese Zeitschr. 188, 197, 1927. 

* Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, H. 1/3, 137 bis 140, 1927. 

5 Diese Zeitschr. 152, 5, 1924. 

® Ebendaselbst 184, 404, 1927. 
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Die Milchséure wurde wie folgt bestimmt: Die Muskeln wurden mit Quarz- 
sand und 8% iger Salzsiure zerrieben und dann so viel Wasser zugegeben, 
wie Salzséure verwendet wurde (Ruhewert), oder mit Quarzsand und 
Wasser zerrieben und nachher so viel 8°,ige Salzséiure zugegeben, wie 
Wasser verwendet wurde (traumatischer Wert). Es wurde nun von Eiweif8 
und Kohlehydraten nach van Slyke-Clausen, und zwar nach der Vorschrift 
von Hirsch-Kaufjmann', befreit. Die Oxydation der Milchséure sowie die 
Destillation wurde zuerst nach der von Parnas*® angegebenen Vorschrift 
durehgefiihrt. Im Laufe der Untersuchungen wurden einige Abéinderungen 
in der Arbeitsweise angenommen im Anschlu8 an die Veréffentlichung von 
Friedemann, Cotonio und Shaffer*. Die Oxydation mit n/100 KMnO, 
wurde in Anwesenheit von MnSO, durchgefiihrt; dadurch wird die Oxy- 
dationszeit verkiirzt. Es wurde ferner nicht der BisulfitiiberschuB titriert, 
sondern, nachdem der Uberschu8 durch Jod gebunden und Zusatz ge- 
sittigter Na HCO,-Lésung der gebundene Aldehyd von Bisulfit abgespalten 
worden ist, mit n/100 Jodlésung das gebundene Bisulfit titriert. 


Der Verlauf der traumatischen Ammoniak- und Milchsdurebildung. 


Der Verlauf der traumatischen Ammoniakbildung in einem mit 
Quarzsand und Wasser zerriebenen Muskel wurde von Parnas und 
Mozolowski* geschildert: War z. B. der Anfangswert zu 0,72 mg-%, 
NH,-N gefunden, so wurde der Wert bei einer Hemmung der Ammoniak- 
bildung mittels Boraxlésung nach 16 Sekunden (von Anfang des Zer- 
reibens gerechnet) 1,54 mg-%, und nach 90 Sekunden 5,23 mg-%, 
NH,-N; dieser Wert andert sich in den nichsten Minuten nicht mehr. 
Uber die Milchséurebildung sind wir durch die Arbeiten von Fletcher 
und Hopkins® und von Meyerhof® unterrichtet. Meyerhof hatte gezeigt, 
daB, je feiner die Muskeln zerschnitter. werden, desto schneller der 
Maximalwert der Milchsiurebildung erreicht wird. Er glaubt aber, 
daB Adie bloBe Zerkleinerung des Gewebes nur einen Milchséiurezuwachs 
von etwa 0,02°%, zur Folge habe, und meint, daB dieser Zuwachs der 
mechanischen Reizung und den damit bedingten Muskelzuckungen 
zuzuschreiben ist. DaB beim Zerschneiden eines Muskels 0,16 °, oder 
mehr Milchsiéure entstehen kénne, halt er fiir ausgeschlossen. Im Ver- 
laufe der Ammoniakbildung nach Parnas und Mozolowski und der 
Milchséurebildung nach Meyerhof wiirden somit bedeutende Unter- 
schiede bestehen. Der momentane, in wenigen Minuten zu einem 
maximalen Gehalt fiihrende traumatische Effekt wiirde im ersten 
Falle bestehen; im zweiten sehr schwach, kaum bemerkbar sein. Da 


1 Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 140, 25, 1924. 
2 Zentralbl. f. Physiol. 80, 7, 1915. 

3 Journ. of biol. Chem. 78, 335, 1927. 

4 Diese Zeitschr. 152, 412, 1927. 

5 Journ. of Physiol. 35, 247, 1906. 

® Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 188, 114, 1921. 
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aber von Mozolowski und Lewinski! gezeigt worden ist, daB das blobe 
Zerschneiden des Muskels eine viel schwichere Ammoniakbildung zur 
Folge hat als diejenige, welche durch Zerreiben mit Quarzsand und 
Wasser erzielt wird, hielten wir es fiir nétig, auch die Milchsiurebildung 
unter den letztgenannten Bedingungen zu untersuchen. Es wurde 
eine Reihe von Versuchen ausgefiihrt, in welchen die Muskeln mit 
Quarzsand und Wasser zerrieben und die Milchséurebildung zu_be- 
stimmter Zeit durch Salzsiurezusatz gehemmt wurde. Die ent- 
sprechenden Anfangswerte wurden mittels Zerreibens der Muskeln mit 
Quarzsand und Salzséure festgelegt. Die so erhaltenen Werte sind in 
Tabelle I zusammengestellt. 

Nachdem festgestellt worden war, daB die Zeit, in welcher dic 
Milchsiuregehalte im Muskelbrei ein erstes Maximum erreicht, von der 
Zeit der traumatischen Ammoniakbildung nicht wesentlich differiert. 
wurden folgende Versuche angestellt (Tabelle 11): Die Hinterbeine 
von vier bis fiinf Temporarien wurden auf einen schneegekihlten Teller 
(+ 6°C) gelegt und zu je einer Milchsiurebestimmung die gleichen 
Muskeln aus je einem Bein von allen Fréschen genommen und ge- 
meinschaftlich verarbeitet. Zur Ammoniakbestimmung wurde in der 
Regel ein besonderer Frosch genommen; nur im Versuch 6 (Tabelle I) 
wurden die aus Versuch 3 iibriggebliebenen Muskeln zur Ammoniak- 


Tabelle I. 
Rana esculenta. Temperatur 19°C. 





Milchsauregehalt in °/, 


Muskel- ; ; 
: mit Wasser zerrieben, H Cl zugefiigt 
mone nach Zere nach Minuten nat 


it HCI | 2g | 2 | 5 | 30 60 
ee = + 


7 = - = 
} 
| 
| 





Datum 














a 


40 A 40 4040 | Geschiecht 
s 


| 
! 


15. IX. 0,180 | 
1765 Pe heal 0,257 | 
1800 0,250 | 
1990 | | 0,247 | 
2030 0,220 


— 


1550 0,199 
| 0,020 
| 9000 0.019 
| 2235 0,132 
I 1825 0,162 
1840 0,159 
| 2 | 2955 0,071 

2310 0,077 
9 | 2045 0,150 





= 
B 
402 
= 
= 














1 Diese Zeitschr. 190, 390, 1927. 
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Tabelle Il. 


Rana temporaria. Temperatur 19°C. 





| Zeit vom Anfang der Zerreibung bis zur 








-_ i Zugabe der H Cle oder Boraxlosung 
der Frosche |, — 
Nr. Datum und I 0” 30" | 60’’ 300"’ 
Geschlecht | — — — 
Milchsauregehalt in °/, 
$$$ ————————————————————— — = — = = — = = - 
22. XI 0.015* | 0,084* 0,159** | 0,350** 


1 . XI. 5 ot 

2 25. XL 4o 0,013* 0,059* , 0,141** 0,344** 

3 28. XI. 4Q 0,023* 0,055* 0,100** 0,229** 
NH ,—N-Gehalt in mg-°/ 


+ 23. XI. lo 1,93* 3,52* 4,58** 7,69** 

5 25. XI. 1 Q 1,04* 3,25* 3,70** 4,87** 

6 28. XI. 49 1,41*** | 295***  460****  8,12**** 
* Mm. gastrocnemii. — ** Mm.adductores. — °* Mm. tibiales. — *°*** Mm. flexores. 





























% 
a 
G25 
9,20- 
015}— 
0,10 | 
005 
| 
| | | | J 
0 7 Fi 3 4 5 Min. 0 7 2 3 4 5 
Min. 
Abb.1. Kurve der traumatischen Abb. 2. Kurve der traumatischen 
Ammoniakbildung im Froschmuskel. Milchsaurebildung im Froschmuskel. 
Ordinate: NH3—N in mg+®/; Ordinate: Milchsduregehalt in °/,; 
Abszisse: Zeit in Minuten. Abszisse: Zeit in Minuten. 


bestimmung verwendet; die Milchséurebildung wurde in diesem Falle 
nicht an korrespondierenden Muskeln ausgefiihrt; dieser Versuch ist 
deshalb nicht mit in die Rechnung gezogen. Sonst wurde in allen 
Versuchen die Ammoniak- und Milchsiurebestimmung stets in korre- 
spondierenden Muskeln ausgefiihrt, und nur diese Werte werden mit- 
einander verglichen. Die in Tabelle II angefiihrten Versuche weisen 
einen héheren Milchséure- und Ammoniakgehalt fiir mannliche Tem- 
porarien als fiir weibliche auf. Das diirfte durch die zu dieser Zeit 
erfolgende Reifung der Eier bedingt sein. Die erhaltenen Werte sind 
nicht ohne weiteres zu vergleichen. Die Irreversibilitat der Ammoniak- 
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bildung, sowie das sehr langsame Verschwinden des in vivo angehauften 
Ammoniaks! fiihrt zu verschieden hohen Anfangswerten in einzelne: 
Versuchen, welche mit beriicksichtigt werden miissen, da es ja uns nur 
an traumatischer Ammoniakbildung gelegen ist. Die nach Geschlecht 
geordneten und nach Anfangswert korrigierten 5-Minutenwerte ergeben 
daB auf 1 mg NH,-N 54 bis 58mg Milchséure, folglich auf 1 Mo! 
Ammoniak etwa 9 Mol Milchsiure entfallen. Vergleicht man den 
Anfangsteil der beiden Bildungskurven, so fallt es auf, daB die Werte 
fiir die Ammoniakbildung den entsprechenden Werten fiir die Milch- 
siurebildung zeitlich vorangehen. 

Auf jeden Fall scheint es auf Grund obiger Versuche sicher zu 
sein, daB die traumatische Milchsiurebildung auf dieselbe heftige Art 
verlauft, wie die traumatische Ammoniakbildung, vorausgesetzt, dal 
der Muskel auf die oben geschilderte Weise mit Quarz und Wasser 
zerkleinert wird. 


EinfluB von Boratlésung (pa = 9,3) auf die traumatische Milchsdurebildung 
im Muskel. 

Parnas? und seine Mitarbeiter haben zur Hemmung der Ammoniak- 
bildung im Muskel eine kalt gesattigte Boraxlésung (pq = 9,3) ver- 
wendet. Angesichts der geschilderten Ubereinstimmung zwischen der 
Ammoniakbildung und der Milchséiurebildung im Muskelbrei mute 
auch der EinfluB dieser Boraxlésung auf den Verlauf der Milchsiure 
bildung untersucht werden. Parallele Bestimmungen von Milchséure 
und Ammoniak wurden in Versuchen durchgefiihrt, in welchen beide 
Prozesse sowohl mittels Salzsiure, wie auch mittels Boraxlésung ge- 
hemmt wurden. DaB die Milchsiurebildung durch saure Reaktion 
gehemmt wird, wurde von K. Kondo® (1912) in Embdens Laboratorium 
nachgewiesen; diese Tatsache wurde bekanntlich der Milchsdure- 
bestimmung zugrunde gelegt. Fiir die Ammoniakbildung wurde eine 
analoge hemmende Wirkung der Salzsiure von Embden* sowie Parnas 
und Mozolowski® angegeben. Der EinfluB der Boraxlésung auf die 
Milchséurebildung ist dagegen noch nicht untersucht worden. 

Wir haben also in symmetrischen Muskeln eines Frosches Ammoniak 
bestimmt, indem einmal zur Hemmung Boraxlésung, ein andermal 
Salzsiure benutzt wurde; im letzteren Falle wurde vor der Destillation 
die Salzsiure durch aquivalente Natronlauge und iiberschiissige Borax- 
lésung alkalisiert. In ahnlicher Weise wurde auch die Milchsaiure in 


1 Mozolowski und Lewinski, diese Zeitschr. 190, 391, 1927. 
2 Diese Zeitschr. 184, 399, 1927. 

’ Diese Zeitschr. 45, 63, 1912. 

* Klin. Wochenschr. 6, 628, 1927. 

5 Diese Zeitschr. 184, 410, 1927. 
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symmetrischen Muskeln bestimmt, indem die eine Portion mit 8 °,iger 
Salzsiure zerrieben und nach bestimmter Zeit Boraxlésung zugefiigt 
wurde; die andere mit Boraxlésung zerrieben und dann mit Salzsiure 


versetzt wurde. Die 


Resultate 
Tabellen II] und IV zusammengestellt. 


dieser Versuchsreihe 
Eine andere Versuchsreihe 


sind in den 


stellt Tabelle V dar, in der bis zum Zusatz der Salzsiure 30 Minuten 
gewartet wurde. Wir ersehen daraus, daB die hemmende Wirkung der 


Boraxlésung auf die Milchsdiurebildung eine vollstandige ist. 


Die 


Boraxlésung hemmt also sowohl die Bildung des Ammoniaks wie der 
Milchsiure; beide Prozesse sind durch dieses Mittel nicht voneinander 


zu trennen. 


Tabelle ITI. 
Rana esculenta. 


























| Millchsduregebalt | NH,—N-Gehalt 
- ais in Jo in mg °/ 
3 4 i—srieel ae 
Datum 3 Muskel S$ O§S2)\ sss Sus SeOe 
i z& 2402 | gece 282 Socal 
: stgs .322,-8t tEe53 
me | RES | 282.) 8 * FE5% 
1. x. Gastrocnemius 790 0,065 
Tibialis 500 1,66 
Gastrocnemius 790 60,056 
Tibialis 500 1,74 
Adductor 2880 0,055 { 
Adductor 2865 0,038 
31. X. co Beinmuskel ohne tibialis 4280 0,054 
Tibial 410 2.00 
Beinmuskel ohne tibialis 4100 0,051 
Tibialis 420 1,90 
2.XI. of Tibialis 560 1,44 
Gastrocnemius 1410 0,082 
Tibialis 550 1,33 
Gastrocnemius 1440 0,037 
Tabelle IV. 
Rana temporaria. 
Milchsauregehalt in °/) 
A eames i —* ae 
H 3 m mit mit Hc mit Wasser zerrieben 
= raxlosung zerrieben, Boraxlésung HCl 
” i ech 2 Min. a zugefiigt nach zugetiigt nach 
| HCI augetiigt | —sugetiigt 1Min. | 2Min. 1Min. 2 Min 
8. XL. 2 0,023 0,021 
Q 0,106 0,103 
Q 0,211 0,182 
9. XI rou 0,028 0,028 
a | 0,060 0,100 
Q | 0,177 0,175 
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Tabelle V. 
Milchsauregehalt in °/, 
Muskele ~~ Se ee 
Datum Froschart gewicht Chl boune weoeteat — 
mg 2 Min » Min. 
——_— _ees gee = — = = = — — 
4.XI. | R. temporaria o 4000 0,066 
R. temporaria o* 2900 0,053 
2600 0,050 
8. XI. R. esculenta 9 7000 0,017 
6900 0,029 


EinfluB des Fluorions auf die Ammoniak- und Milchsdurebildung im Muskel. 


In einer friiheren Mitteilung! wurde gezeigt, daB die Ammoniak.- 
bildung beim Zerreiben der Muskeln mit 1 °,iger Natriumfluoridlésung 
langsamer verlauft, als wenn mit Wasser oder Ringerlésung zerrieben 
wurde. Die Ammoniakbildung wird dann nicht stillgelegt, wie wir es 
oben bei der Anwendung der Boraxlésung oder Saéure gesehen haben. 
sondern lediglich verzégert. Wird dagegen der intakte Muskel in 


ua 
y* 


192 4 
128 1 














93% % 2% © 


Qo 
os 2 


Abb. 3. 


A. Ammoniakgehalt im Muske nach Zerreiben mit 
1. Wasser, 3. kaltgesattigter Boratlésung, 
2. 1%oige Natriumfluoridlésung, 4. 8% HCl. 


B. Milchsauregehalt im Muskel nach Zerreiben mit 
1. Wasser, 3. kaltgesattigter Boratlésung, 


2. 1°/oige Natriumfluoridlésung 4. 8%, HCL. 








1%iger Na,F,-Lésung aufbewahrt, so enthalt er nach 22 Stunden 
ahnliche Ammoniakmengen, wie sie in Starrezustaénden auftreten 
In der folgenden Versuchsreihe haben wir Milchsiure sowie Ammoniak 
bestimmt, nachdem wir die Muskeln mit Wasser oder 1 %iger Na,F,- 
Lésung zerrieben haben, oder aber dieselben wahrend 20 Stunden in 
Ringer- oder Na, F,-Lésung aufbewahrt haben. Die Tabellen VI und VII 
bringen die erhaltenen Werte. 


1 Mozolowski und Lewinski, diese Zeitschr. 190, 396, 1927. In diese: 
Arbeit ist irrtiimlich 1 n NaF anstatt 1%ige NaF-Lésung angegeben. 
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Tabelle VI. 
16. November. Rana temporaria. 








p= NH,—N-Gehalt in mg-®/o '  Milchsiuregehalt in °|o 
= 
-) . . . 
rH mit Wasser zer + Ne b mit Wasser zer- Nes Fel. -.. 
2 | rieben, nach 2Min.  jieber nach > Min. | ‘ieben, nach 2Min. ieben. nach 2 Min. 
2 Boraxlésung Boraxlésung HCl-Lésung HCl-Lésung 
ssh’ zugefigt zugetugt zugefugt zugefugt 
ro 6,15 5,59 | 0,167 0,048 
Q 4,67 4,19 0,133 0,023 
| i} 
or 7,20 5,18 0,137 0,016 


Tabelle VII. 
18. November. Muskeln 20 Stunden in 1 %iger Na, F,-Lésung ; symmetrische 
in Ringerlésung. Temperatur 14°C. 














a Milchsauregehalt in °/) NH 3—N-Gehalt in mgs-°/o ad 
und Geschlecht Muskel!n | Muskeln in 19/ ig. Muskeln Muskeln in 1°/ ig. 
in Ringerlésung | Ne F,-Lésung in Ringerlésung Nag Foel.dsung 
R. temporaria 9 0,094 0,051 2,31 9,65 
R. temporaria 2 0,157 0,068 2.41 11,9 
R. temporaria 9 0,093 0,082 3,70 11,3 


In diesem Falle kommt es zu einer Divergenz der erhaltenen Werte 
in bezug auf die Ammoniak- und Milchséurebildung. Die friither* 
gefundene Verzégerung der Ammoniakbildung wurde bestatigt, da- 
gegen war die Milchséurebildung vollstandig gehemmt, und zwar nicht 
nur in Na,F,-Muskelbrei, sondern, was besonders auffallen mu8, auch 
in Fluoridstarremuskeln. Somit haben wir also im Fluorion ein Agens, 
welches beide Prozesse voneinander trennt. 


Darf man diese Tatsache in dem Sinne deuten, daB ein direkter 
chemischer Zusammenhang zwischen der Ammoniakbildung und 
Kohlehydratstoffwechsel im Sinne einer gekoppelten Reaktion im Muskel 
ausgeschlossen ist? Es ist leicht méglich, daB die genannte Koppelung 
in einem friiheren Stadium des Kohlehydratstoffwechsels besteht, als 
dieses, in welches das Fluorion eingreift. Nach Meyerhof? hemmt das 
Fluorion die Dissoziation der intermediiren Hexosediphosphorsaure 
und stabilisiert dieselbe, wodurch die Spaltung des Hexosemolekiils 
aufgehalten wird. Die Ammoniakbildung konnte demnach kein Produkt 
der Einwirkung von Methyloglyoxal auf Aminoverbindungen sein, 


1 Mozolowski und Lewinski, diese Zeitschr. 190, 396, 1927. 
2 Diese Zeitschr. 178, 482, 1926. 
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denn die Anwesenheit von Fluorion miiBte die intermediare Bildung 
von Methylglyoxal wie die Bildung der Milchsiure hemmen. 

Schon nach Fertigstellung dieser Publikation erschien die Arbeit 
von Lipmann', welche uns veranlaBbt hat, einige Versuche methodise), 
zu kontrollieren. Lipmann hat darauf aufmerksam gemacht, daB dic 
Milchsaurebestimmung nach Fiirth und Charnass auch in der Aus. 
fiihrung von Clausen oder Hirsch-Kauffmann bei Anwesenheit voy 
Fluorid zu geringe Milchsiurewerte ergibt. 

Obwohl wir in unseren Versuchen, die in Anwesenheit von Fluor- 
ionen ausgefiihrt worden sind, die Methode von Friedemann-Cotonio 
und Shaffer verwendeten, von welcher Lipmann feststellt, daB sie auch 
in Anwesenheit von Fluoriden richtige Werte ergibt, so haben wir 
doch fiir nétig gehalten, diejenigen Versuche, aus welchen Verschieden- 
heiten in der Beeinflussung der Milchsiurebildung einerseits, der 
Ammoniakbildung andererseits durch Fluorionen hervorgingen, zu 
wiederholen und dabei Fehlerméglichkeiten unter Beriicksichtigung 
der Lipmannschen Befunde auszuschlieBen. Wir haben dabei darauf 
besonders geachtet, daB das enteiweibte, mit Kupfersulfat und Kalk. 
milch versetzte Muskelfiltrat 22 Stunden lang stehen blieb, um das 
Fluorion vollstandig auszufaillen. Wir haben in den Kontrollversuchen 
Muskeln desselben Frosches (Temporaria) einmal mit 8 °,iger Salzsaure 
zerrieben und in 5 Minuten mit 1%, Na,F, und Wasser versetzt, das 
andere Mal mit 1 %,iger Na, F, verrieben und nach 5 Minuten mit Wasser 
und 8% iger Salzsiure versetzt, im dritten Versuch mit Wasser zer- 
rieben und nach 5 Minuten mi} 8 %iger Salzsiure und 1 %iger Na,F,- 
Lésung versetzt. Auf diese Weise befanden sich in allen Analysen die 
gleichen Fluoridmengen. Die Resultate sind in Tabelle VIII zusammen. 
gestellt. Sie zeigen, daB unsere friiheren Versuche richtig waren. 


Tabelle VIII. 





Milchsauregehalt in °/9. — Muskel zerrieben mit 








x 
§ 2 a. ! 8 Yoig. HCI 1 Jig. Nag F2 Wasser 
4 é or: oe nach 5 Min. ~ nach 5 Min, 
| © | 8 te NesFs + HO] SHCL+ yO | 80/9 HG + 1 Me NesFs 
Sey =. hate. sented 
| 22 | 0,02i 
12.1. | @ 1 215 | 0,047 | 
2,00 : 0,240 
{ 1,85 0,023 
12.1. | o 2.2 0.056 
| 2,00 0,320 


1 Diese Zeitschr. 191, 442, 1927. 
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Zusammenfassung. 


1. Wird ein Muskel mit Quarzsand und Wasser zerrieben, so 
entstehen im Verlaufe von 2 Minuten (von Anfang der Zerreibung an) 
Milchsiuremengen, die den Anfangswert etwa zehnfach iibersteigen. 
Der zeitliche Verlauf erinnert sehr an die traumatische Ammoniak- 
bildung. 

2. Durch die Boraxlésung (pa = 9,3) wird die traumatische 
Milchsiurebildung im Muskel ebenso gehemmt, wie die Ammoniak- 
bildung. 

3. Mittels NagF,-Lésung (1% ig) wird die traumatische Milchsiure- 
bildung ganzlich aufgehoben, wogegen die Ammoniakbildung nur mehr 
oder weniger verzégert wird. Auf diesem Wege sind beide Prozesse 


zu trennen. 
4. Es scheint demnach kein direkter Zusammenhang zwischen der 
Milchséurebildung und der Ammoniakbildung im Muskel zu bestehen. 











Peroxydaseeigenschaften der Leucocyten. 
Von 
K. Nikolajew. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit, 
Moskau.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1928.) 


Vorliegende Arbeit ist eine Erganzung zu der Arbeit von A. Bach 
und A. Kultjugin (1) iiber die Peroxydaseeigenschaften des Oxyhamo- 
globins im Blute. Die erwahnten Autoren bestatigen die Auffassung 
einiger Forscher, derzufolge die Peroxydaseeigenschaften des Blutes 
auf dem Vorhandensein von Oxyhamoglobin beruhen, indem letzteres 
gleich der pflanzlichen Peroxydase die Fahigkeit besitzt, die oxy- 
dierende Wirkung des Wasserstoffsuperoxyds zu beschleunigen. Di 
genannten Autoren haben ferner nachgewiesen, daB Blutlésungen von 
gleicher Farbintensitat auch gleiche Peroxydasewirkung besitzen. Im 
Hinblick auf diese Untersuchungen war es von Interesse zu ermitteln 
ob die Leucocyten imstande sind, an und fiir sich eine Peroxydase- 
wirkung auszuiiben, oder ob eine solehe Wirkung sich auf die Gegenwart 
von Hamoglobin in den weiBen Blutkérperchen zuriickfiihren liebe 
Diese Frage steht in direktem Zusammenhang mit der Frage nac 
der Existenz einer besonderen, vom Hiamoglobin unabhangigen 
tierischen Peroxydase. 

Es sei hier auf die Arbeit von Czyhlarz und v. Fiirth (2) hingewiesen. 
die auf spektrophotometrischem Wege die Peroxydasewirkung von Eite: 
und von Hématin untersuchten und nachwiesen, daB die dabei erhaltencn 
Kurven wesentlich voneinander verschieden sind. Mit derselben Frag: 
beschaftigte sich Battelli (3), der die oxydierende Wirkung verschiedene! 
tierischer Gewebe auf Ameisenséure in Gegenwart von Wassersto/! 
superoxyd untersuchte. Eine solche Wirkung besitzt auch das Oxyhimo-. 
globin, dessen Optimum im Bereich zwischen 55 bis 66° gelegen ist, wahren| 
fiir die tierische Peroxydase eine Temperatur von 38° am giinstigsten ist. 
Battelli und Stern (4) widmeten den Peroxydaseeigenschaften tierisclie! 
Gewebe eine weitere Arbeit, in der sie die Verschiedenheit der Temperati- 
optima bestétigen konnten. Sieber (5) berichtet iiber die Oxydation von 
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Glucose zu Kohlenoxyd unter der Einwirkung von tierischer Oxydase und 
Peroxydase. 

Seither ist das Problem der tierischen Peroxydase zum Gegenstand 
zahlreicher Untersuchungen von verschiedenen Autoren geworden. Ins- 
besondere ist die Frage der Peroxydaseeigenschaften der Leucocyten 
mehrmals in Angriff genommen worden. Die diesbeziiglichen Arbeiten 
konnen in zwei Gruppen eingeteilt werden. Zu der ersten Gruppe gehéren 
Untersuchungen an auf Objekttrigern fixierten Blutpraéparaten; die 
Praéparate wurden mit Substanzen bearbeitet, die bei der Oxydation ge- 
farbte Produkte liefern (meist Benzidin oder Gemische von a-Naphthol 
und Dimethylparaphenylendiamin), und dann unter dem Mikroskop unter- 
sucht. [Ohara (6), McJunkin (7), Fischel (8), Fiessinger-Rudowska (9), 
Sabrazés (10), Sato Akira and Sotokichi Sekija (11), Zande (12), Schlener (13), 
Menten (14), Milke (15), Bruckner (16), Lambright (17), Popper (18), 
Fiessinger-Mathieu (19), Fiessinger (20)}. 

In gewissen Fallen kénnen die Methoden zur Differenzierung der 
Formelemente beitragen; sie sind jedoch mit zwei wesentlichen Nachteilen 
behaftet, und zwar kénnen 1. die erhaltenen Resultate nicht quantitativ 
hewertet werden; 2. kénnen die Leucocyten nicht chemisch untersucht 
werden, da mit Vollblut gearbeitet wird. 

Die zweite, weniger zahlreiche Gruppe bilden Arbeiten, die mit gréBeren 
Mengen isolierter Leucocyten ausgefiihrt wurden und zum Teil auch die 
chemische Untersuchung erméglichten. So gewann Mancini (21) Leucocyten 
aus Pferdeblut, das mit Oxalat versetzt wurde, und konnte bei der quali- 
tativen Priifung auf Oxydationsfermente die Gegenwart von Oxydase 
nachweisen; Vorhandensein von Peroxydase und Tyrosinase konnte er 
nicht mit Sicherheit feststellen. Ferner erhielt T'schernorutzky (22) Leuco- 
cyten mittels intrapleuraler Injektionen von Gemischen aus Aleuronat und 
Weizen- oder Starkemehl; in Extrakten aus diesen Zellen fand er Per- 
oxydase, konnte aber keine Oxydase nachweisen. Neumann (23) (24) 
fand bei eosinophilen Granula, die teils nach seinen Verfahren, teils nach 
der Methode von Petry (25) hergestellt wurden, peroxydatische Eigenschaften, 
die auch nach dem Kochen erhalten bleiben. 


Eigene Untersuchungen. 


Die nachstehenden Experimente beabsichtigten die Erforschung 
der Peroxydasewirkung der Leucocyten und deren quantitative Messung ; 
zugleich war es von Interesse zu ermitteln, ob der Verlauf der zur 
Untersuchung der Peroxydaseeigenschaften verwendeten Oxydations- 
reaktion von der Gegenwart von Eisen abhangig sei. 


Zur Darstellung der Leucocyten wurde frisches Pferdeblut ver- 
wendet. Das Blut wurde unmittelbar aus den durchschnittenen Venen 
des eben geschlachteten Pferdes in ein groBes GefaB aufgefangen; 
um die Gerinnung zu verhiiten, wurde das GefaB zuvor mit einer Lésung 
von Kaliumoxalat beschickt (1 g Oxalat pro 1 Liter Blut). Das auf 
diese Weise gesammelte Blut wurde in grobe Glaszylinder gegossen 
und an einem kiihlen Orte bis zum nachsten Morgen stehengelassen. 
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Uber Nacht bildeten sich drei gut abgegrenzte Schichten: unten di 
Erythrocyten, oben das gelblich gefarbte Plasma und in der Mitt 
die Leucocyten. 

Die obere und untere Schicht wurde abgehebert. Die zuriick. 
bleibenden Leucocyten, denen noch eine geringe Menge Erythrocyte 
beigemengt war, wurden in iiberschiissiger physiologischer Kochsalz. 
lésung aufgeschwemmt. Nach Absetzen der Zellen wurde die gefirbte 
Flissigkeit entfernt und durch frische Kochsalzlésung ersetzt; cies 
wurde so lange fortgesetzt, bis die physiologische Lésung sich nicht 
mehr rot farbte. Alsdann wurde der Bodensatz in Zentrifugierréhrchen 
gebracht, ausgeschleudert, mehrmals mit Ather—Wasser oder mit 
einem Gemisch aus Essigsiure und Weinséure gewaschen und von 
neuem abzentrifugiert. Wir erhielten schlieBlich eine grauweiBe Masse. 
die zu den Versuchen verwendet wurde. 


Die Priifung auf Peroxydase. 


Bei der Priifung auf Peroxydase ergaben die erhaltenen Praparate 
Oxydationsreaktionen mit Guajakol und mit Pyrogallol. Eine quanti- 
tative Untersuchung der Reaktion war aber vorerst nicht méglich, 
da das Praparat sowohl in kaltem oder heibem Wasser, als auch in 
verdiinnter Salzsiure vollstandig unléslich war. Die Extraktion mit 
physiologischer Lésung lieferte ebenfalls unbefriedigende Ergebnisse 
In Anlehnung an die Methode der quantitativen Untersuchung der 
Oxydasewirkung nach Staemmler (26) versuchten wir, die entstehenden 
gefarbten Oxydationsprodukte zu extrahieren. Die Extraktion mit 
Alkohol oder Ather blieb jedoch erfolglos, da die Oxydationsprodukte 
des Guajakols und Pyrogallols zum Teil von der Substanz des Pra- 
parats festgehalten werden, aus welchem Grunde die erhaltenen Re- 
sultate ungenau sind. In Tabelle I sind die Ergebnisse mehrerer Ver- 


suche zusammengefaBt. 








Tabelle I. 
| Pe 1 com der Suspension lieferte in 80 Min 
™ Volumen 
Nr. 1 ae Suspension oxyd. Guajakol oxyd. Pyrogallo! ¥ 
2 | wungefahr com mg mg 
1 1,6760 10 0,390 30,00 
2 1,8522 10 0,097 37,20 
3 0,8844 10 0,302 23,18 


Anmerkung. Nach dem Aufkochen gab Probe Nr. 1 mit Guajako! 
keine Dunkelfirbung; Proben Nr. 2 und 3 gaben schwache, kolorimetrisch 
nicht zu bestimmende Farbungen. Bei der Pyrogallolreaktion ergaben die 
gekochten Proben gleichfalls Farbungen, die unterhalb der Kolorimeter- 
skala gelegen waren. 
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Bei der Priifung verschiedener Verfahren gelang es nachzuweisen, 
dab bei mehrtagiger Extraktion der Niederschlage mit 10 °,iger Natrium- 
chloridlésung Extrakte gewonnen werden, die sich fiir die kolori- 
metrische Bestimmung gut eignen. Die Versuchsanordnung war folgende : 
Eine abgewogene Menge des Praparats wurde in der Reibeschale mit 
einem abgemessenen Volumen 10°%,iger Natriumchloridlésung ver- 
rieben; die milchige Suspension wurde in ein weites Reagenzglas ge- 
bracht und mehrere Tage unter Toluol in der Kalte stehengelassen. 
Sodann wurde die Fliissigkeit auf Filter gebracht. Das Filtrieren 
ging langsam vor sich; in einigen Fallen wurde das Gemisch vor dem 
Filtrieren mit mehreren Kubikzentimetern der Natriumchloridlésung 
geschiittelt und dann erst filtriert. 


Auf diese Weise wurden klare, meist gelblich gefirbte Extrakte 
erhalten; Verdiinnung mit Wasser oder besser mit NaCl-Lésung 
ergab farblose, schwache opaleszierende Flissigkeiten, die zur Priifung 
auf Peroxydase verwendet wurden und sich auch zur kolorimetrischen 
pu-Bestimmung eigneten. 

Zur Beurteilung der Peroxydaseeigenschaften der Extrakte wurde 
ihre Wirkung auf 0,1 °,ige Guajakollésung und auf 10°, ige Pyrogallol- 
lésung bestimmt; daneben bestimmten wir den Gehalt an Trocken- 
substanz, Eisen und Natriumchlorid pro 1 ccm Extrakt. 


Methodik der Eisenbestimmung. 


leem Extrakt wurde im Platintiegel auf dem‘ Wasserbad zur 
Trockne eingedampft und der Riickstand im Trockenschrank bei 
160° nachgetrocknet. Alsdann wurde der Tiegel auf offener Flamme 
erst gelinde, dann starker bis zur Rotglut erhitzt. Nach dem Abkihlen 
wurde Kaliumbisulfat (0,5 g) zugesetzt und das Erhitzen fortgesetzt, 
bis keine weiBen Dampfe mehr entwichen. Daraufhin wurde der Riick- 
stand mit n/2 Salzsiure extrahiert und mit 10°, iger Kaliumrhodanid- 
lésung versetzt. Das Eisenrhodanid wurde mit absolutem Ather ex- 
trahiert und kolorimetrisch bestimmt. Die Standardlésung wurde aus 
Eisenalaun hergestellt. 


Bestimmung des Natriumchlorids. 


Die Bestimmung erfolgte auf iibliche Weise nach Volhard. Der 
getrocknete und veraschte Riickstand wurde mit Wasser extrahiert, 
die Lésung mit einer genau abgemessenen Menge n/10 Ag NO,-Lésung 
versetzt und der Uberschu8 an AgNO, in Gegenwart von Eisen- 
alaun als Indikator zuriicktitriert. Die Ergebnisse sind in Tabelle Ll 
zusammengestellt. 
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Tabelle II. 
Ps : ta tx 2 
Sak | es e: 2 Sui ca BES OSS Ss 
Pett) as as Oo e2¢3 Pi- 53 
me Bee | ep | eg | @l ce | &g | Bea) See | Ee 
eee oS cw 73 33 s2 >s~- ss 
azi 3 Z Ro Po | 2a 5“Z a 
2 Oa Of N 
8 g mg Pu mg mg com Tage 
1 0,0606 0.0436 unterhalb — 1,45 150° 25 23 4 
der Skala | 
2 0.0817 | 0.0718 0,001 83 _ 1,48 13,90 5,7 12 4 
3 0.1085 | 0,0875 0,003 63 -- 2.34 10,00 7,0 24 7 
4 0.9817 | 0,0617 0,003 63 2.97 430 120 15 6 
5 0.0666 0,0498 0.03018 1,38 5,20 30 14 6 
6 00,0898) — -- -- 1,98 18,30 2.0 24 7 
7 0,1037 0,0901 0,010.60 -- 143 wenig 12,0 15 10 
6.3 141 5,40 
7,0 0,79 7,10 
8 0,0982 0,0867 unterhalb) — 0,54 88,00 3,0 20+ 10cem 4 
der Skala 4,6 0,37 a vor dem 
6,0 0,55 0,55 Filtrieren 
6.4 0,59 - 
6.6 0,42 _ 
7.0 0,69 — 
7.4 0.55 140,00 


Die px der Lésungen wurde nur in den letzten Versuchen bestimmt ; 
in der Regel reagieren die Extrakte schwach sauer, und ihr Wirkungs. 
optimum liegt im Bereich von px 6,0 bis 7,0. 

In Abwesenheit von Wasserstoffsuperoxyd erfolgt keine Oxy- 
dation von Guajakol oder Pyrogallol, was auf das Fehlen von Oxydase 
hinweist . 

Es schien uns ferner von Interesse, die Wirkung von Cyankalium 
auf die erhaltenen Extrakte zu untersuchen. Das Resultat ist in 
Tabelle III wiedergegeben. 


Tabelle IIT. 
l ccm Extrakt; Guajakolprobe bei pq = 6,6; Pyrogallolprobe bei pq = 7,4. 























= Ohne KC N-Zusatz lecem KCN (1: 1000) zugesetzt 2 ccm KCN (1 : 1000) zugesetzt 





Oxydiertes Oxydiertes Oxydiertes Oxydiertes Oxydiertes Oxydiertes 
Guajakol Pyrogallol Guajakol Pyrogallol Guajakol Pyrogallo! 


0,131 39,2 0,093 Unterhalb 0,071 Unterhal) 
der Skala der Skala 


Die Proben waren mit Pufferlésungen versetzt. Die Resultate 
zeigen, daB die Menge oxydierten Guajakols und Pyrogallols in Gegen- 
wart von Cyankalium (1: 1000) abnimmt. 
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Aus Tabelle II ist ersichtlich, daB der Eisengehalt der Priparate 
verschieden war, indem er zwischen Spuren, die unterhalb der Be- 
stimmungsgrenze lagen, und einem Gehalt von 0,03 mg pro 1 cem 
schwankte. Die Oxydationswerte z. B. fiir Guajakol stehen jedoch 
in keiner Beziehung mit dem gefundenen Eisengehalt. So z. B. sind 
in den Versuchen Nr.2 und 5 annahernd gleiche Guajakolmengen 
oxydiert worden, wahrend der Eisengehalt verschieden ist: 0,0018 
baw. 0,03 mg; in den Versuchen Nr. 1 und 8 ist der Eisengehalt sehr 
gering, die oxydierte Guajakolmenge betragt 1,45 bzw. 0,54 mg. 

Mit Ausnahme einiger Praparate (z. B. Nr. 8) ergaben die Proben 
mit Pyrogallol keine intensiven Farbungen. 

Der verschiedene Eisengehalt spricht gegen die Beteiligung des 
Eisens an der Oxydationsreaktion. Das gleiche bestatigen auch folgende 
Erwigungen: Wie oben erwahnt, wurden beim Filtrieren der Ex- 
trakte meistens schwach gelblich gefirbte Fliissigkeiten erhalten. 
Solite die Peroxydasewirkung dieser Extrakte von der Gegenwart 
von Hamoglobin abhingen, so ware auf Grund der Untersuchungen 
von A. Bach und A. Kultjugin zu erwarten, daB diejenigen Extrakte 
die gréBte Aktivitaét besitzen wiirden, die die intensivste Fiarbung 
aufwiesen. Ein Parallelismus dieser Art war jedoch nicht vorhanden. 

So z. B. lieferte Praparat Nr.12 beim Filtrieren eine deutlich 
gelb gefarbte Fliissigkeit, deren Farbton sich beim Stehen erheblich 
vertiefte, bis das Filtrat dunkelbraun wurde; bestande die Analogie 
mit dem Blute zu Recht, so wire eine sehr intensive Peroxydase- 
reaktion zu erwarten; tatsichlich war die Reaktion auBerordentlich 
schwach. Praparat Nr. 8 war starker gefarbt als Praparat Nr. 7, dagegen 
war die Peroxydasewirkung des letzteren mehr als doppelt so stark 
als bei ersterem. In einigen Fallen erhielten wir vollstandig farblose, 
wasserhelle Extrakte, die nichtsdestoweniger in Gegenwart von Wasser- 
stoffsuperoxydlésungen von Guajakol und Pyrogallol oxydierten. Da 
allem Anschein nach kein Blutfarbstoff vorhanden war, erscheint 
die Teilnahme von Oxyhimoglobin an dem OxydationsprozeB un- 
wahrscheinlich. 

Nach dem Aufkochen verloren die Extrakte in der Mehrzahl der 
Fille vollstandig ihre Wirksamkeit, und in den Guajakolproben trat 
in der Regel keine Farbung ein; die Pyrogallolproben lieferten eine 
geringe Farbung, was jedoch nicht verwunderlich ist, da Pyrogallol 
bekanntlich auBerordentlich leicht oxydiert wird. Die nicht extrahierten 
Ausgangspraparate ergaben bisweilen nach dem Aufkochen eine un- 
bedeutende Farbung. 

Diese Tatsache steht in Widerspruch zu den Beobachtungen 
Newmanns, dessen Priiparate Temperaturen von etwa 100° ertrugen, 
ohne ihre peroxydatische Wirksamkeit einzubiiBen. Ob er mit einer 
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echten Fermentreaktion oder lediglich mit Peroxydaseeigenschaft «1 
gewisser Substanzen, etwa vom Typus der Lipoide, wie von Newmann 
angenommen wird, zu tun gehabt hat, laBt sich gegenwartig noch 
nicht entscheiden. Die Klarung dieser Frage bleibt weiteren Unter- 
suchungen, vielleicht an anderem, besser geeignetem Versuchsmateria!, 


vorbehalten. 
Zusammenfassung. 


1. Extrakte aus Leucocyten weisen Peroxydaseeigenschaften auf 

2. Nach dem Aufkochen bleibt die Peroxydasereaktion aus. 

3. Es besteht keine Beziehung zwischen dem Eisengehalt und der 
Intensitat des Oxydationsprozesses. 

4. Im Gegensatz zu Blutlésungen besteht bei Leucocytenextrakt 
keine Parallelitat zwischen Farbentiefe und Peroxydasewirkung. 
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Die Blutfermente nach Exstirpation der Nebennieren. 


Von 


N. W. Putsehkow. 
(Aus dem Physiologischen Laboratorium der Universitat Kasan.) 


(Eingegangen am 26. Januar 1928.) 


Die unlangst bekannt gewordenen Untersuchungen von Steppuhn 
und Timofejewa (1) haben gezeigt, daB die Nebennieren im Vergleich 
zu anderen Organen hinsichtlich der Starke des die Blutkatalase in 
Tatigkeit setzenden Effekts an erster Stelle stehen. Reil (2) spricht 
auf Grund seiner in der Hauptsache anatomischen Forschungen die 
Vermutung aus, daB die Nebennieren ein die roten Blutkérperchen 
zerstérendes und auBerdem noch ein weiteres Ferment enthalten, das 
im Sauerstoffwechse] des Organismus eine groBe Rolle spiele. Der 
Mangel an solchen Versuchen, die es unmittelbar mit der Untersuchung 
des Blutes auf Fermente nach Exstirpation der Nebennieren zu tun 
gehabt hatten, bewog uns, nachstehende Untersuchung in Angriff 
zu nehmen. NaturgemaB beschaftigten uns im AnschluB an die jiingst 
erschienenen Arbeiten hauptsachlich die Saurefermente, Katalase und 
Oxydase, daneben wurde auch in einigen Versuchen die Esterase 
(Lipase) bestimmt. Wir bedienten uns der von Bach und Subkowa (3) 
empfohlenen Methodik. 

Die Ergebnisse finden sich zusammengefaBt in der Tabelle (5. 252). 

Wie aus dieser zu ersehen ist, stieg nach Exstirpation der Neben- 
nieren die Katalasemenge immer und unentwegt bereits in den ersten 
Stunden nach der Operation, obgleich die Tiere, nachdem sie sich 
von der Narkose erholt hatten, gewéhnlich munter waren und keinerlei 
Ausfallssymptome erkennen lieBen. Dabei entfallt die Héichstmenge 
der Katalase gerade auf den Zeitpunkt des Todes des Tieres. In diesem 
Moment ist der Katalaseindex ungefihr auf das Doppelte oder gar 
mehr gestiegen. Auf die Menge der Oxydase und Esterase tibt die 
Exstirpation der Nebennieren anscheinend keinen EintluB aus. 

Wie hat man sich jenes Steigen des Katalaseindex zu erklaren? 
Jedenfalls kann hier nicht Verdickung des Blutes in Betracht kommen, 


17* 
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da die genauen Untersuchungen Huligren und A nderssons! nachgewiese, 
haben, daB im Blute nebennierenloser Tiere keine Mengenzunahme des 
Hamoglobins sowie der roten Blutkérperchen statthat. Zudem wiirde. 
falls letzteres stattfande, dadurch vermutlich auch eine verstiarkte 
Wirkung der Esterase und Oxydase hervorgerufen werden, was jedoch 
nicht zu beobachten ist. Die Katalase macht nach moderner Anschauung 
den im Organismus bei den Saurereaktionen iiberschiissig entstehenden 
Superoxydwasserstoff unschidlich, indem sie ihn in Wasser und in- 
aktiven Sauerstoff zerlegt. Folglich diirfen wir annehmen, daB dic 
zu beobachtende Steigerung der Katalase eine kompensatorische Er- 





me Stunde der _ Katalase- Esterase Oxydase- 


a a 2. wi me 5. 6. 
T 


1926 Blutentnahme _—iindex index index Bemerkungen 


Versuch Nr. 7. Hund. 





9. IV. 11h 30’ 1,53 | — 0 
10. IV. 4h 30’ 136 | — | 50 
12.1V. | 10%p imi = | 75 
16.1V. | Qha is? | — | 75 
29.IV. | 2p 1,70 _- nicht 
untersucht 
29. IV. | 7b 30’ p 3,57 -- 7 29.1V. 3hp, Entfer- 
29. IV. lihp | 874 | — | | nicht — 
| 
untersacht 


Der Hund ging nachts an den Folgen des Ausfalls der Funktion der Neben- 


i nieren ein. 


Versuch Nr. 4. Katze. 


24. I 12ha 15,98 o- 75 

24. I 8h p 12,58 — 75 

25. I liba 14,11 — 75 

25. I 7h 11,12 — 75 

26. I 11h 30’ a 10,03 — 0 

26. IT 8h p 10,54 -- nicht 

. untersucht 
26. II. gb p 13,77* — 75 
26. II. 11h 4 21 25 — 75 Operation 26. II. % p 


Die Katze ging nachts an den Folgen des Ausfalls der Funktion der Neben- 


nieren ein. 


Versuch Nr. 4. Katze. 


5. IL. 1h 1173 | 100 | 0 
5. I. =| Ss 8830p 10,71" | 100* o* 
5. I. 11h 14,28 | 75 0 Nebennierenexsti:- 
6. II. 10n 1615 | 124 0 pation 5. II. 8h30 
, 
6. IL. llba } 19,55 100 0 ~ ttm —~ yy 
| Agonie genommen. 








* Das Blut wurde der V. suprarenal. entnommen. 


' B.O. Hultgren und O. A. Andersson, Skandinay. Arch. 9, 73, 1899. 
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scheinung ist, hervorgerufen durch Zunahme der Saurereaktionen und 
damit zusammenhangender Zunahme des Superoxydwasserstoffs im 
Organismus. Kudinzew (4) beobachtete (unter der Leitung Prof. 
Reprjews) nach Ausschaltung der Nebennieren in der von letzterem 
angegebenen Modifikation eine Steigerung der Kohlenséureausscheidung 
und des Sauerstoffverbrauchs. Auf die gleiche Erscheinung weist 
ebenfalls Goljachowsky (5) hin, der dem Warme- und Gaswechsel nach 
Ausfall der Nebennieren eine ganze Arbeit gewidmet hat. Endlich 
wird verstarkte Koblensiureausscheidung nach dem Aufhéren der 
Nebennierenfunktion von Bornstein und Holm (7) vermerkt. 

Auf Grund des Vorstehenden laBt sich annehmen, daB eine 
Steigerung der Séurereaktion im Organismus zweifellos eintritt. Wie 
man sich aber den Mechanismus dieser Erhéhung der Séuerungs- 
vorgange vorzustellen hat, darauf ]4Bt sich schwer eine Antwort er- 
teilen, da andererseits die Oxydasemenge nicht zunimmt. 

Lediglich eine Mehrung unseres Wissens iiber die feineren Vorginge 
im Stoffwechsel der Gewebe des Organismus vermag uns zu einer 
Beantwortung dieser Frage zu verhelfen. 
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Zur Frage nach der Regulation 
des Stoffwechsels in der Leber durch das Nervensystem. 


I. Mitteilung: 
Vorversuche. 


Von 
P. Astanin, I. Kriwsky und W. Rubel. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Instituts fiir experimentelle Medizin 
in Leningrad.) 


(Eingegangen am 31. Januar 1928.) 


Fir den Stoffwechsel des tierischen Organismus sind folgende 
zwei Regulatoren von besonderer Bedeutung: die Tatigkeit der endo- 
krinen Driisen und der EinfluB des Nervensystems. Die hervorragende 
Rolle, die das Nervensystem im Metabolismus spielt, hat besonders 
in den letzten Jahren die Aufmerksamkeit der Forscher auf sich gelenkt 
Diese Richtung der neveren Arbeiten ist sehr interessant, da sie neue 
Perspektiven eréffnet. Schon langst wurde als fundamentale, dic 
Bedeutung der nervésen Regulation bestimmende Tatsache das Vor- 
‘handensein der Zucker- und Warmezentren im Nervensystem fest- 
gestellt. Lange Zeit hindurch wurde hauptsiéchlich auf diesem Gebiete 
gearbeitet. Erst in den letzten 10 bis 15 Jahren beginnt das Feld 
der Untersuchungen sich zu erweitern und noch andere Seiten der 
biochemischen Vorgange zu umfassen. So wurde ein hinlangliches 
experimentelles Material tiber die Einwirkung der inneren Sekretion 
auf die Warmeregulation angehauft. Zu diesen neueren Arbeiten 
gehéren auch viele Untersuchungen auf dem Gebiete der nervésen 
Regulation des EiweiBstoffwechsels. Mit voller Glaubwiirdigkeit hat 
Grafe auf die entscheidende Bedeutung des Nervensystems fiir den 
Stickstoffwechsel hingewiesen: die Durchschneidung des Halsmarks 
bewirkt eine zwei- bis dreifache Steigerung der Stickstoffausfuhr 
und ergibt eine Zunahme des Reststickstoffs in der Leber. Freund 
und Grafe nahmen an, daB das sympathische Nervensystem einen 
hemmenden EinfluB auf den EiweiBstoffwechsel ausiibe. Der grobe 
Wert der auf diesem Gebiete erzielten Ergebnisse wird von Grafe aus- 
driicklich betont: ,,So viele neue und unerledigte Fragen sich hier 
noch im einzelnen aufdrangen, die Tatsache einer nervésen Einwirkung 
auf den EiweiBumsatz bleibt bestehen’*. Nach Dresels Ansicht sind 
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die Wege, auf denen die Regulation des Eiweibstoffwechsels erfolgt, 
bisher wenig erforscht. Man kénne jedoch auf Grund der wenigen 
vorhandenen Angaben voraussetzen, daB der Eiweibstoffwechsel 
(analog dem Zucker-, Salz- und Wasserstoffwechsel) durch das vege- 
tative Nervensystem reguliert wird: erstens direkt durch die Inner- 
vation der groBen Driisen (besonders der Leber), zweitens auf indirektem 
Wege durch die Innervation der innersekretorischen Driisen (besonders 
der Schilddriise). 

In Ubereinstimmung mit jener Gedankenrichtung schien es uns 
von Interesse, in konkreter Weise der Frage nach der Einwirkung 
des Nervensystems auf einige Stadien des EiweiB- und Kohlenstoff- 
wechsels in der Leber naherzutreten. Dieses Organ, das eine zentrale 
Stelle im Stoffwechsel einnimmt und bestimmte Funktionen ausiibt, 
bietet daher ein besonderes Interesse fiir das Studium der Einwirkungen 
des Nervensystems dar. AuBerdem erscheint die Leber schon in metho- 
discher Hinsicht als ein geeignetes Versuchsobjekt in isoliertem Zu- 
stande. Von besonderer Wichtigkeit ist aber die Ausschaltung der 
Leber aus dem allgemeinen Blutkreislauf, da sich so die Méglichkeit 
bietet, den Einflu8 der inkretorischen Organe zu beseitigen und die 
Zufuhr des Materials zur isolierten Leber zu regulieren. Diesen Stand- 
punkt vertreten eine Reihe von Autoren. Hier sind die erschépfenden 
Arbeiten von Léffler iiber die Harnstoffbildung hervorzuheben, der 
die Erforschung der in iiberlebenden Organen ablaufenden Vorginge 
fiir sehr wichtig halt Deswegen stellten wir uns die Aufgabe, die Ein- 
wirkung des Nervensystems auf den Stickstoff- und Kohlenstoff- 
wechsel in der iiberlebenden Leber zu studieren. Zwecks Beobachtung 
der Einwirkungen des Nervensystems haben wir die zwei fundamentalen, 
in der Leber sich abspielenden Prozesse — die Harnstoff- und Zucker- 
bildung — ausgewihlt. Bekanntlich beobachtete W.v. Schréder die 
Bildung von Harnstoff aus kohlensaurem Ammonium bei der Durch- 
leitung von defibriniertem Blut durch die iiberlebende Hundeleber. 
Sodann hatte auch S.Salaskin unter denselben Bedingungen die 
Synthese des Harnstoffs aus Aminosiéuren festgestellt. Die Versuche 
von W.v. Schréder und S. Salaskin wurden vielfach wiederholt und 
bestatigt. Sehr wertvolle Ergebnisse wurden von Clementi an der 
iiberlebenden Hundeleber bei Durchleitung von Ringerlésung mit 
Zusatz von kohlensaurem Ammonium erhalten. Bei dieser Versuchs- 
anordnung ist es dem Autor nicht gelungen, eine Harnstoffbildung 
zu erzielen. Den unbedeutenden Anstieg des Harnstoffs in einigen 
Fallen kann man der Wirkung der Arginase und sonstigen Einfliissen 
zuschreiben. Nach Clementis Ansicht sollen die Resultate von Schroder 
auf der Fahigkeit des Blutes, insbesondere der roten Blutkérperchen, 
einen AnstoB zur Harnstoffbildung zu geben, beruhen. 
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In Anbetracht der bisherigen Ergebnisse tiber die Harnstoffbildun, 
denen zufolge dieser ProzefS unter sehr komplizierten Bedingung: ) 
und in Abhangigkeit von verschiedenen Faktoren vonstatten geh' 
muB8ten wir die Eigentiimlichkeiten der Harnstoffbildung unter unsere» 
Versuchsbedingungen aufkliren und unsere Beobachtungen mit den 
Befunden anderer Autoren vergleichen, um einige Anhaltspunkte 
fiir die Beurteilung dieses Vorganges beim Studium der nervésen Regu. 
lation zu erhalten. 


A. Versuche mit defibriniertem Blute. 


a) Orientierende Versuche. 

Bei der Durchleitung des defibrinierten Blutes durch die iiberlebende 
Leber erhielten verschiedene Autoren in der Mehrzahl der Fille einen ver- 
mehrten Harnstoffgehalt im Blute, zuweilen aber auch einen verminderten ; 
so erhielt W.v. Schréder bei seinem Versuch an der iiberlebenden Lebe: 
eines hungernden Hundes folgende Zahlen: 


Menge des Hern«toffs. 





gE Vor der 
Versuch Durchleitung Nach der Durchleitung 
Nr. mg-°/o 
1 19,3 23,6 mg-% nach2 Std. 
2 448 425 , » Mle » 


Beim ersten Versuch: Vermehrung des Ur* um 22,3%. Beim zweiten 
Versuch: Verminderung des Ur* um 5,1%. 

Im Kontrollversuch von S. Salaskin wurde eine Zunahme des Harnstoffs 
im Verlauf von 2 Stunden auf 11 mg-% festgestellt. Besonders wichtige 
Angaben enthalt die Arbeit W. Léfflers. FaBt man die Ergebnisse dieses 
Autors in einer Tabelle zusammen, so kann man sich davon iiberzeugen, 
da8 bei der Durchleitung von defibriniertem Blut durch die itiberlebende 
Leber eines hungernden Hundes in der Regel eine Zunahme des Harnstoffs 
stattfindet. 

Tabelle I. 


Zusammenstellung der Versuche W. Léfflers. 








Menge der Urt+ in mg-®/, 





Ne mtd i | Nach 2 Std. Neh 3 Std Zunchme in °/, 

the 91 | s 12.5 + 37,4 
2 | 19:5 | 21.0 = + 75 
ee 344 | 37.9 na + 102 
en ie a oes “ + 95,7 
ae 12'8 fe 22.5 + 75.0 
7 9,75 11,1 an oh 8 ae 

Im Durchschnitt + 39,9 
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Bei der Durchleitung von defibriniertem Blut durch die Leber wird 
also eine in quantitativer Beziehung ziemlich unbestimmte Zunahme des 
Harnstoffs beobachtet — von 7,7 bis zu 95,8°,. Dieser Umstand mahnte 
uns zu besonders vorsichtiger Anordnung der Versuche und veranlaBte uns 
zur Erlangung eines eigenen Ziffernmaterials. 


Die Anordnung unserer Versuche war folgende: Wir benutzten Hunde, 
die 1 bis 2 Tage gehungert hatten. Der véllig entblutete Hund wurde vor 
der Exstirpation der Leber mit physiologischer Kochsalzlésung durchspiilt, 
um die Bildung von Blutgerinnseln in der Leber zu verhiiten. Die Isolierung 
der Leber erfolgte in gewéhnlicher Weise und méglichst schnell. Das de- 
fibrinierte Blut, das von demselben Tier, nétigenfalls aber auch von einem 
anderen, gleichfalls hungernden Hunde stammte, wurde in ein mit einer 
Biirette verbundenes Mariottesches GefaiB gebracht, wo es mit Sauerstoff 
gesittigt wurde. Zwischen Biirette und Organ war ein Schlangenrohr 
eingeschaltet, das in ein Wasserbad von Kérpertemperatur miindete. Dort 
wurde das durchgeleitete Blut entsprechend erwirmt. Die Leber wurde 
in emem Thermostaten mit feuchter Atmosphare untergebracht. Die Durch- 
leitung des Blutes dauerte 3 Stunden. Die Blutproben wurden vor Beginn 
der Durchstrémung und nach je 1, 2 und 3 Stunden entnommen. Der 
Harnstoffgehalt wurde gravimetrisch nach der Xanthydrolmethode er- 
mittelt. Der Reststickstoff (RN) wurde nach Bang mit methodischen 
Modifikationen von P. Astanin und E. Martinson, der Zuckergehalt nach 
Hagedorn-Jensen, Ammoniak nach Folin bestimmt. Das px wurde im Serum 
elektrometrisch mittels Chinhydronelektrode gemessen, Pg (Puffergehalt) 

a 


nach Lehmann unter Zugrundelegung der Formel Pg = m ————— 


4 


(PR, -|PH2) 

In der Tabelle Il sind die von uns erzielten Ergebnisse angefiihrt. 

Wir erhielten also auch in unseren Durchstrémungsversuchen 
einen steten Anstieg des Harnstoffs im durchgeleiteten Blute von 
9,9 bis zu 47,7 %, sowie eine Erhéhung des Zuckergehalts. Die quanti- 
tativen Bestimmungen von pg und Pg zeigten, daB in dieser Beziehung 
keine wesentlichen Veranderungen in der durchgeleiteten Fliissigkeit 
und in der Leber stattfanden. Deshalb haben wir nur in einigen Fillen 
die Beobachtungen wiederholt, im weiteren aber diese Fragen in bezug 
auf die iiberlebende Leber auBer acht gelassen. 

















Tabelle 11. 
| AmmoniaksN im meio | Urt to mele 

Versuch | 1Std | 2Std. 3Std. | yogem, IStd.  2Std | 3 Std. Vers 
- . | Versuch || . anderung 

Nr. | nach Beginn der Durchleitung | | mach Begin der Durchleitung —"/y 
3 | Nicht gefunden 41.5 42.6 47,9 45,6 + 99 
8 | 0,53 044 | 0,52 35,1 35,7 = 45,7 45,4 + 29,3 
13 | 050 | 050 068 — 396 | 442 472 +192 
4 | 0,50 0,25 0,63 — 408 492 52,1 + 27,7 
16 | Nicht gefunden — 32,6 35,2 40,0 + 22,7 
17 050 | — | Q@, ~ 89,3 50,9 58,0 + 47,7 
Im Durchschnitt + 26,1 
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Tabelle II (Fortsetzung). 














_Blutecrum 
R-N in mg+/o Zucker in mg-°/o peepee 
Pu Pg 
Versuch —— o os om 4 

- Std. 2 Std 13 Std vor nach wen vor nach vor nach 

er ies inn de anderung Be de d 
Nr. dos Devchloinang Dothiione 5 Detkivioog (Besinn der 
13 30,5 — 55.5 0,095 0, 083 | 126 7,59 768 20 14 
14 45.5 47,0 58,0 0,089 0,144 + 61,8 7,72 769 1,44 1,34 
16 21.0 35,0 405 0,087 0,134' +540 762 757 147 15) 
17 27,0 — 33,0 0,076 0,098, +289 7,58 7,52 1,39 1.55 


b) Versuche mit Zusatz von Ammoniaksalzen. 
In diesem Falle fand W. v. Schréder eine starke Erhéhung der Harn 
stoffbildung bei Zusatz von kohlensaurem Ammonium. 
Tabelle 111. 


(Zitiert nach W. v. Schrader.) 








Versuchs Eingefuhrtes des Ny im sete 
Versnst dauer Ammoniaksalz ——, bet mach Sunshee 
Nr. | 8 dee Durchleitung Vig 
5 3°, Std. |} Kohlensaur. 0,1600 45,2 81.2 4+ 79.6 
8 2 . | Ammonium 0,4200 23,6 59,9 + 153.8 
6 By ' Ameisensaur. | 0.1978 53.8 117.7 + 118.7 


Ammonium | 


Ahnliche Ergebnisse hat auch W. Léffler in seinen zahlreichen Ver- 
suchen mit Einfiihrung verschiedener Ammoniaksalze erhalten (hungernd: 
Hunde). 

Tabelle IV. 


(Zitiert nach W. Léffler.) 














}  Quantitit | Urt in mg-°/o 
|| Versuchs- Bingstthetes «| S00 NE, io 
Versuch ! on p _—— oo ee. | | vor | nach paenstes 
Nr. | g | der Durchleitung | °%, 

8 0,476 11,7 14,0 + 197 
10 4 : 0,425 24.6 58,8 + 139.0 
11 pening 0,731 17,4 521 +1995 
12 | cbloratum | 0,381 243 | 429 + 765 
13 2 Std. 0,258 4.5 15,3 + 240.0 

Ammonium | x on 
14 aceticum 0,258 7,2 12,5 + 7346 
18 | Ao i) ease 13,5 82 +1088 
| laeticum | ’ 











Im Durechschnitt | + 122. 











Harn 





Zunahme 


0 
u 


+ 796 
+ 153.8 


+ L187 
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0), 


- 19,7 
139.0 
199.5 

76.5 

240.0 


73.6 
108.8 


122.6 





Regulation des Leberstoffwechsels durch das Nervensystem. I. 25% 


Die Ergebnisse unserer Versuche sind folgende: 


Tabelle V. 





Ure in mg°, 
Quantitat ~ 








tee, |l | Eingefihrtes | des NH, i Vv Hr 
Vers || Versuchse! “Ammoniake | cingefiihtten ceo oe | S See | 38. | cenchene 
such || dauer ge ~~ 
salz /Ammoniaksalz * A Te i i 
| Dure . 1 
Nr. | 8 leitung Durchleitung %, 





0,570 28,0 || 324 384 446 +593 

3 Sta. Ammonium 0,297 34,8 | 431 | 41,0 55.7 +601 
carbonicum ee - ° 

| | | 0,317 45,5 | 61,7 | 71,7 77,9 + 71,1 





a> w= 


‘ 
| 
0,367 80,2 | 41,7 | 52,3 59,3 + 96,1 


Im Durechschnitt | + 83,9 


* In den Versuchen Nr.1 und 2 wurde das Ammoniaksalz 1 Stunde nach Beginn der 
Durchleitung eingefiihrt, in den Versuchen Nr. 6 und 7 bei Beginn der Durchleitung. 


Somit haben wir unter unseren Versuchsbedingungen eine deutliche 
Steigerung der Harnstoffbildung erzielt, wenn zum durchgeleiteten Blute 
Ammoniaksalze hinzugefiigt wurden. Bei der Perfusion der Leber betragt 
in unseren Versuchen die Harnstoffzunahme ohne Zusatz von Ammoniak- 
salzen durchschnittlich 26,1°, (Tabelle 11), mit Zusatz von Ammoniak- 
salzen 83,9% (Tabelle V). Gewéhnlich geht in derartigen Versuchen nicht 
die ganze Menge des eingefiihrten Ammoniaks in Harnstoff iiber. Dieses 
lehren auch die Versuche Fiskes, der folgendes beobachtete: Abnahme 
des NH, von 63 bis 77% und den Ubergang von 26 bis 56 o} dieser Menge 
in Harnstoff. 3 ’ 

Fiske zieht hier folgende zwei Méglichkeiten in Erwigung: entweder 
wird nur ein Teil des Ammoniaks von der Leber zuriickbehalten oder aber 
er wird nicht in Harnstoff, sondern in irgend einen anderen Stoff um- 
gewandelt. 


Beim Vergleich unserer Versuchsergebnisse mit denjenigen von Léffler 
mit defibriniertem Blute und Zusatz von Ammoniaksalzen ergibt sich 
folgendes Bild. 


Tabelle VI. 





Durchschnittliche Zunahme 
des Urt in mg-°/o 





Beobachtungen } Unterschied 
HT ohne mit 
| Ammoniaksalze _ Ammoniaksalzen %, 
ee 5 SEINE Ses 26,1 83.9 | + 221.4 
ST. x Senki eae | 39,9 122.6 + 207,2 


Es wurde schon oben bemerkt, da®B Clementi bei Abwesenheit von Blut, 
besonders der roten Blutkérperchen, keine Harnstoffbildung beobachtete. 
Auch in dieser Richtung haben wir eine Reihe von Untersuchungen unter- 


nommen. 
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B. Versuche mit physiologischer Ringerlésung. 


a) Orientierende Versuche. 
Tabelle VII. 





Ur* in mg+®/o Pu des Serums Zucker in mg-°/9 


Versuch 1 Std. 3 Std. 1 Std. 3 Std. 1 Std. 3Std. | Ver 
— | anderung 








nach | nach nach i 
Nr. Beginn der Durchleitung || Beginn der Durchleitung | Beginn der Durchleitung | Oly 


2is606CU€©t|;!été«CestCdtSC 7,65 | 0,077 0,095 | +234 
29 | Spuren 7,92 8,0 | 0,089 0,064 | — 281 
30 I Spuren | 8,19 7,96 | 0,127 0,095 | — 25.2 
31 |} O 0 | 7,66 6,93 | 0,129 0,125 ||}— 31 


b) Versuche mit Ringerlésung und Zusatz von kohlensaurem Ammonium 


Tabelle VIII. 

















Urt* in mge®/o | Zucker in mg-°/, | 
Versuch 1 Std | 3 Std. | «1 Std. 3Std. | Verinderung 
Nr. nach Beginn der Durchleitung nach Beginn der Durchleitung | Fo 
33 Spuren | 0,079 0,061 | —228 
40 0 0 | 0,099 0,095 | — 404 
42 0 0 yi _ — 
43 0 0 \ _ _ | _ 





In den Versuchen mit physiologischer Ringerlésung konnte in der 
Leber gewéhnlich keine Harnstoffbildung beobachtet werden, auch nicht 
nach Zusatz von kohlensaurem Ammoniak (Tabelle VIII). Zu den an- 
gefiihrten Versuchen kommen noch neun weitere Experimente mit Durch- 
leitung von Ringerlésung und Zusatz von Ammoniaksalzen hinzu, in denen 
gleichfalls keine Harnstoffbildung festgestellt werden konnte. Dieses 
Resultat stimmt vdéllig mit den Untersuchungen Clementis iiberein, cer 
nachwies, daB die Anwesenheit der roten Blutkérperchen fiir die Harnstof?- 
bildung unumganglich notwendig ist. In denjenigen Versuchen, bei denen 
wir unsere besondere Aufmerksamkeit auf die Entfernung der roten Biut- 
kérperchen aus der Durchstrémungsfliissigkeit lenkten, wurde tatséchlich 
kein Harnstoff gebildet, selbst nicht nach dreistiindiger Perfusion und 
nach Zusatz von Ammoniaksalz. 

Hinsichtlich des Verlaufs der Zuckerbildung muS8 bemerkt werden, 
daB in den Versuchen mit Ringerlésung die Menge der Glykose meist ab- 
nimunt. 


Auf Grund der Literaturangaben und unseres experimentellen 
Materials lassen sich folgende SchluBfolgerungen ziehen: 


I. Versuche mit defibriniertem Blute. 


1. Die tiberlebende Leber bewirkt stets eine Vermehrung des 
Harnstoffgehalts im durchgeleiteten Blute. 

2. Durch den Zusatz von kohlensaurem Ammonium wird die 
Menge des Harnstoffs bedeutend, jedoch ungleichmaBig vermehrt. 
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3. Das Saure-Basengleichgewicht wird im durchgeleiteten Blute 
fast gar nicht gestért. 

4. Die Menge des Zuckers nimmt zu. 

5. Der Reststickstoff nimmt gleichfalls zu. 

6. Es geht nicht die gesamte Menge des verschwindenden Ammo- 
niakstickstoffs in Harnstoff iiber. 


II. Versuche mit physiologischer Ringerlésung. 


_ 


Harnstoff wird nicht gebildet. 
. Die Menge des Zuckers nimmt ab. 


to 
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Zur Frage nach der Regulation 
des Stoffwechsels in der Leber durch das Nervensystem. 


Il. Mitteilung: 


Der EinfluB des vegetativen Nervensystems auf die Harnstoff- und Zucker- 
bildung in der Leber. 


Von 
P. Astanin und W. Rubel. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Instituts fiir experimentelle Medizin 
in Leningrad.) 


(Eingegangen am 31, Januar 1928.) 


Die Erforschung des in unserer ersten Mitteilung! besprochenen 
Prozesses der Harnstoff- und Zuckerbildung in der isolierten Leber 
veranlaBte uns zu neuen Versuchen, durch welche die Einwirkung 
des Nervensystems auf diese Vorginge geklart werden sollte. Selbst- 
verstandlich muBte in diesem Falle die Anordnung eine andere sein, 
da die Verbindung der Nerven mit der isolierten Leber erhalten und 
das Nervensystem in méglichst gute Bedingungen des tiberlebenden 
Zustandes versetzt werden muBte. 

So hatten wir zwei Aufgaben zu bewaltigen. LEinerseits war es 
erforderlich, die Leber zu isolieren, andererseits aber sollte das Nerven- 
system so wenig als méglich verletzt werden. Besondere Schwierig- 
keiten bereitete dieser letztere Umstand, da manche Manipulationen 
der Isolationstechnik unvermeidlich mit gewissen Einwirkungen auf 
das Nervensystem verbunden sind. Es blieb daher nichts anderes 
iibrig, als diese Mangel mit in Kauf zu nehmen, was bis zu einem ge- 
wissen Grade méglich ist, wenn man von vornherein damit rechnet, 
in welcher Weise die einzelnen Manipulationen auf das Nervensystem 
einwirken. Allerdings miissen simtliche Einzelheiten der Methodik 
ausgeglichen und eine gréBtmégliche Einférmigkeit der Versuchs- 
anordnung angestrebt werden, weil nur unter diesen Bedingungen die 
Resultate dieser so komplizierten physiologischen Vorginge  ver- 
gleichbar sind. 


1 |. Mitteilung, siehe diese Zeitschr. 194, 254, 1928. 
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Zunichst miissen wir einige Faktoren beriicksichtigen, die den 
Gehalt an Harnstoff und Zucker im Organismus beeinflussen. Was 
den Harnstoff anbetrifft, so andert sich dessen Gehalt im Blute und 
in der Leber unter verschiedenen Bedingungen, wie die Arbeiten vieler 
Autoren bestatigen. 


So behauptet W. Léffler, daB die Tatigkeit der Zellen mit den wichtigsten 
Faktor darstellt: ,,.Die Harnstoffbildung in der iiberlebenden Leber ist an 
die Unversehrtheit der Zellstruktur gebunden.“ Bis jetzt wenigstens hat 
man keine Harnstoffbildung nach Zerstérung der Leberzellen erhalten, 
mit Ausnahme der Befunde von Gottlieb und Richet, die sich auf eine ver- 
altete Methodik stiitzen und bisher noch keine Bestétigung gefunden 
haben. Die Arbeit von Jwanoff spricht auch fiir einen Anteil der Zelle 
bei der Zuckerbildung in der iiberlebenden Leber: Chinin, als protoplasma- 
tisches Gift, hemmt die Zuckerbildung. Andererseits ist eine entsprechende 
Versorgung mit Sauerstoff fiir die Harnstoffbildung sehr wichtig. Der 
Mangel an Sauerstoff hemmt die Harnstoffbildung sichtlich. Die Zellen 
selbst sind gegen den Mangel an Sauerstoff nicht besonders empfindlich. 
Nach Untersuchungen von Salomon behalt die Leber noch nach ihrer Auf- 
bewahrung auf Eis im Verlauf von einigen Stunden die Fahigkeit, Harnstoff 
zu bilden. Die Vergiftung mit Cyanverbindungen bewirkt eine Hemmung 
der Oxydation und Harnstoffbildung. 


Jansen beobachtete bei der Durchleitung von Aminoséuren durch die 
iiberlebende Leber eine Harnstoffbildung, wobei er die Einfiihrung ge- 
niigender Mengen von Sauerstoff als Grundbedingung fiir diesen ProzeB 
ansieht. Das MiBlingen der Experimente von Fiske und Karsner, in denen 
keine Synthese des Harnstoffs nach Hinzufiigung von Assinaniesen statt- 
fand, erklart Jansen durch Mangel an Sauerstoff. 

Im ersten Teile haben wir uns ausschlieBlich des kohlensauren 
Ammoniums bedient. Zum Studium der Nervenregulation wurde citronen- 
saures Ammonium angewandt. 

Aus den Versuchen von Léffler ist zu ersehen, daB die Leber in An- 
wesenheit von Saéuren oder Alkali nicht ihre Fahigkeit verliert, Harnstoff 
aus den Ammoniaksalzen zu bilden, was auf die relative Unabhangigkeit 
dieses Prozesses von der Reaktionsénderung der Umgebung_ hinweist. 
Der Hungerzustand des Versuchstieres bleibt nicht ohne Einflu®B auf den 
Harnstoffgehalt des Blutes. Tashiro beobachtete eine Abnahme des Harn- 
stoffs, Fontée bei seinen Versuchen dagegen eine Zunahme. 


Schon allein das Anbinden des Tieres an den Operationstisch wirkt 
erregend auf die Zentren des N. vagus und veranlaBt eine Fixations-H yper- 
-arbamiddmie (Tashiro). 

Sehr interessante Ermittlungen existieren tiber die Einwirkung ver- 
schiedener Narkotica. Es ergibt sich, daB das Chloroform bei Anwendung 
in mehr oder weniger bedeutenden Mengen die Harnstoffbildung, wie 
Léjfler sagt, ,,sogleich und fiir langere Zeit** zuriickhalt. Die Athernarkose 
bewirkt nur einen unbedeutenden Effekt im Sinne einer vermehrten Harn- 
stoffbildung, und auch dort nur im spéteren Stadium einer sehr tiefen 
Narkose. 

Gehen wir jetzt zu den Tatsachen iiber, welche die Einwirkung des 
Nervensystems auf den ProzeB der Harnstoffbildung charakterisieren. 
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Vor allem mu8 bemerkt werden, daB die Durchschneidung des Halsmarks 
den RN und Ur* der Leber steigert. (Freund und Laubender.) 

Es finden sich auch zahlreiche Angaben iiber die Einwirkung des 
vegetativen Nervensystems. So hat Tashiro festgestellt, daB die Reizung 
des peripheren Endes des N. vagus eine Vermehrung des Harnstoffs und 
RN des Blutes bewirkt; die Reizung des zentralen Endes dagegen ver- 
mindert den Ur* und RN (gleichgiiltig, ob der andere Vagus durchschnitte: 
wird oder nicht). Die Reizmittel, welche das parasympathische Nerven- 
system erregen, wie Cholin, Pilocarpin, steigern die Menge des Ur* im 
Blute. Die Erregung des N. sympathicus erzeugt einen entgegengesetzten 
Effekt. Ebenso wirkt auch Atropin, welches das parasympathische System 
paralysiert. Die Reizung der Bauchorgane bewirkt eine Zunahme des RN 
und Ur* im Bhute. 

Die Aniasthesie schwicht den Effekt der Vagusreizung ab. Nach 
der Einfiihrung des Adrenalins nimmt die Menge des Harnstoffs im 
Blute ab, ebenso wie bei der Reizung des N. splanchnicus und nach 


dem Zuckerstich. 
Tabelle I. 


Die Faktoren, die auf die Harnstoffmenge im Blute einwirken. 











Abnahme des Ur+ Zunahme des Urt 
1. Hunger (Fontée). 1. Hunger (Tashiro). 
2. Chloroformnarkose (Liffler). 2. Tiefe Athernarkose (Léffler). 
3. Reizung des zentralen Endes des 3. Reizung des peripheren Endes des 
N. vagus (Tashiro). N. vagus (Cholin, Pilocarpin) 
(Tashiro). 


4. Reizung des peripheren Endes des 4. Fixations-Hypercarbamidamie 
N. sympath. (Adrenalin, Atropin, als (Tashiro). 
vaguslihmend) ( Tashiro). 
5. Durchschneidung des Halsmarks 
( Tashiro). 
6. Reizung der Bauchorgane. 


Keine Einwirkung: 
1. Reaktion der Umgebung. 2. Sinken der Temperatur (Léffler) (aberleb. Leber). 


Hinsichtlich der Einwirkung des Nervensystems auf den Zucker finden 
sich in der Literatur zahlreiche, einander oft widersprechende Angaben, 
die zwecks gréBerer Klarheit in Tabelle II zusammengefaBt sind. 

Hieraus geht deutlich hervor, daB bisher noch keine bestimmte 
Abhangigkeit zwischen dem Zustand des Nervensystems und dem 
Zuckergehalt des Blutes festgestellt worden ist. Auf diese Weise be- 
stehen auch hier, ebenso wie in bezug auf den Harnstoff, auseinander- 
gehende Meinungen. Augenscheinlich sind auf diesem Gebiet noch 
weitere experimentelle Untersuchungen erforderlich. Voraussichtlich 
lassen sich solehe widersprechende Ergebnisse dadurch erkliren, daf 
der Einflu8B der gleichzeitigen Nerveneinwirkung auf die endokrinen 
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Tabelle Il. 


Die Faktoren, die auf den Zuckergehalt im Blute einwirken. 








i] 


~ 


. Reizung des zentralen 


Vermehrung des Zuckers 


. Reizung des peripheren Endes des 


N. vagus (Tashiro, Butte, Levene). 
Endes des 
N. vagus (Pollak, Roger). 


3. Wirkung der das parasympathische 


System erregenden Gifte (Pilocarpin, 


Verminderung des Zuckers 


. Reizung des peripheren Endes des 


N. vagus (Asher, Corral). 


. Reizung des zentralen Endes des 


N. vagus (Tashiro). 


. Wirkung der das parasympathische 


System paralysierenden Gifte (Atro- 


Cholin, Physostigmin) (Bornstein, pin) (Bornstein). 
Vogel). 
4. Wirkung der das parasympathische 4. Beiderseitige Vagotomie am Halse 
System paralysierenden Gifte (Roger). 
(Atropin) (Rafael, Wertheimer, 


or 


Battez, Gwigan). 
Reizung des Plexus coeliacus und des 


. Chinin. muriat. (Jwanoff). 











peripheren Endes des N. splanchnicus 
(Adrenalin) (Pollak). 

6. Die Durchschneidung des Halsmarks 
(Roger). 

7. Operations chok (Mc Leod). 

8. Athernarkose (Pollak). 


Driisen bei den Untersuchungen nicht ausgeschlossen wurde. Dieser 
oder jener Effekt kann nicht nur von dem Zustande des Nervensystems 
abhangen, sondern das Resultat hormoneler Einwirkungen darstellen. 

Alles Gesagte macht eine Abinderung der Untersuchungsmethoden 
notwendig. Die anfangs unseren Versuchen zugrunde gelegten zwei 
Momente — die Isolierung der Leber und die Integritaét ihrer Inner- 
vation — miissen jetzt, nach der Durchsicht friiherer Arbeiten, als 
conditio sine qua non angesehen werden. Deshalb war es notwendig, 
die volle Aufmerksamkeit auf die Ausarbeitung derartiger Bedingungen 
zu lenken, unter welchen man von dem unmittelbaren EinfluB des 
Nervensystems auf die chemischen Prozesse in der Leber sprechen 
kénnte. 

Grundziige der Methodik. 

Die Versuche wurden ausschlieBlich an 1 bis 2 Tage lang hungernden 
Hunden ausgefiihrt. Stets wurde die fiir unsere Zwecke geeignete Ather- 
narkose angewandt. Im Atherrausch wurde die Tracheotomie — zwecks 
Ausfiihrung der kiinstlichen Atmung — und die Durchschneidung des 
Riickenmarks in der Héhe des dritten bis vierten Halssegments vor- 
genommen. Die Durchschneidung des Halsmarks ist in diesem Falle sehr 
wichtig, was auch beispielsweise aus den Versuchen von Cl. Bernard und 
I. Pawlow hervorgeht. Cl. Bernard gelang es nicht, die Abhangigkeit der 
Sekretion von der Innervation des Pankreas nachzuweisen, da die gegen- 
seitige Wechselwirkung der Antagonisten nicht ausgeschaltet war. Letzteres 
gelang J. Pawlow in Versuchen, die dasselbe Ziel verfolgten, mit Hilfe der 


Biochemische Zeitschrift Band 194. 18 
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Durchschneidung des Riickenmarks. Ebenso verfahren auch Asher und 
Pearce bei ihren Untersuchungen der nervésen Beeinflussung der Harn 
absonderung. 

Diese Manipulationen erforderten im Durchschnitt 4 bis 5 Minuten, 
so daB im allgemeinen das Tier eine verhaltnisméBig ganz unbedeutende 
Dosis des Narkoticums erhielt, das bei der nachfolgenden kiinst lichen Atmuny 
rasch ausgeschieden wurde. Um dem bei unseren Arbeiten an GefaBen 
méglichen Gerinnen des Blutes vorzubeugen, fiihrten wir in die V. femoralis 
eine Germaninlésung ein. Nach einer solchen Vorbereitung des Tieres 
traten wir an die Isolierung der Leber heran. Bei unseren Versuchen war 
es wichtig, die Isolierung unter solchen Bedingungen auszufiihren, die fiir 
das Uberleben des Gesamtorganismus bzw. auch seines Nervensystems 
méglichst giinstig waren. Zu diesem Zwecke wurde der Blutkreislauf in 
der oberen Kérperhalfte durch die Arbeit des Herzens unterhalten und 
gleichzeitig die Aorta und V. cava inferior iiber dem Zwerchfell abgeklemmt. 
Die Leber wurde mit ihren GefaéBen in situ véllig isoliert', wobei jedoch 
alle ihre Nervenverbindungen unberiihrt blieben. Die Blutversorgung 
geschah mit Hilfe des Mariottschen GefiBes durch die in die V. portae 
und Art. hepatica eingefiihrten Kaniilen; das aus der V. cava inferior iibe: 
dem Zwerchfell ausflieBende Blut wurde in einem besonderen GefaB gesammelt 
und aus diesem wieder ins Mariottsche GefaiB zuriickgeleitet. Um die 
Lebenstatigkeit in der unteren K6érperhalfte zu unterhalten, wurde in die 
Brustaorta unterhalb der Stelle ihrer Abklemmung eine Kaniile eingefiihrt. 
durch welche die Durchleitung einer Mischung von Ringerlésung und Blut 
erfolgte. Die Fliissigkeit floB aus der durchschnittenen V. portae und 
V. cava inferior (unterhalb der Leber). 

Auf diese Weise hatten wir ein Tier mit iiberlebender Leber und iibe: 
lebendem Nervensystem vor uns. 

Auf Grund der Arbeit von Bykoff und A. Pawlowa an iiberlebenden 
sympathischen Nervenzellen, in der die kiinstliche Zirkulation im isolierten 
Ganglion angewandt wurde und diese Zellen bei einer Durchleitung von 
Lockescher Lésung ihre Erregbarkeit bewahrten, kann man wohl annehmen, 
daB das Nervensystem in unseren Versuchen gleichialls seine Funktions- 
fahigkeit bewahrt hatte. 


Technische Einzelheiten der Versuche. 


Nach der Tracheotomie und Durchschneidung des Halsmarks wurde 
die Laparotomie und hierauf die beiderseitige Resektion der \nteren sechs 
Rippen nach vorheriger Unterbindung der Art. intercostales ausgefiihrt, 
wodurch ein breiter Zutritt zur Brust- und Bauchhéhle erreicht wird. 
Unterbindung der Aorta und V. cava inferior etwa 2 cm iiber dem Zwerch- 
fell. Das Herz arbeitet weiter. Darauf Isolierung der Leber. Zuerst Unter- 
bindung der V.cava inferior oberhalb des Zwerchfells und Einfiihrung 
einer Kaniile in dieselbe, durch welche das Blut spaéter in einem besonderer 
GefaB gesammelt wird. Darauf zu der Bauchhdéhle iibergehend, unterbindet 
man den Truncus gastro-lienalis, sodann die V. cava inferior unmittelbar 
unterhalb der Leber und oberhalb der Einmiindung der Nieren- und der 
Nebennierenvenen. Sodann fiihrt man eine Kaniile in die Art. hepatica 
ein, darauf bedacht, die hier verlaufenden Nervenfasern nicht zu_be- 


1 So daB jeglicher Zutritt von Hormonen unmédglich war. 
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schaédigen. Dasselbe geschieht auch mit der V.portae. Die in die Art. 
hepatica und V.portae eingefiihrten Kaniilen werden mittels Gummi- 
schlauches mit dem Apparat fiir Blutdurchstrémung vereinigt. Dieser Apparat 
ist in unserer ersten Mitteilung beschrieben. Besondere Aufmerksamkeit 
wird der Liiftung des Blutes zugewandt. Das Blut wird in der Biirette 
mit O, gesattigt und jede Portion desselben vor der Riickkehr in den Apparat 
durch Rotationsbewegungen in einem breiten GefaéB durchgeliiftet. Auf 
diese Weise erhaélt man sehr gute Resultate. Vor dem Beginn der Blut- 
durchleitung wird das in der Leber stasierende und Germanin enthaltende 
Blut mit kleinen Dosen Ringerlésung ausgespiilt. 

Gewohnlich braucht man fiir einen Versuch mit der Leber eines Hundes 
von 10 bis 12 kg Gewicht 1500 cem zur Halfte mit Ringerlésung vermischten 
Blutes. Die Geschwindigkeit der Durchstrémung war derart, daB diese 
Menge die Leber in 15 bis 17 Minuten durchstrémte. Weiterhin wurde eine 
gebogene Kaniile oberhalb des Zwerchfells in die Brustaorta und danach 
auch in die Enden der unterbundenen V. portae und V. cava inferior ein- 
gefiihrt. Demgema8 erhielten wir drei Systeme im Organismus: das eine 
mit der tiberlebenden Leber zur Untersuchung der sich in ihr abspielenden 
Prozesse und zwet andere zur Aufrechterhaltung des Lebens im Kérper 
und im Nervensystem. Die geéffneten Kérperhéhlen wurden durch Haut- 
lappen desselben Tieres verschlossen und das Tier ganz mit Warmflaschen 
umgeben. 

Zum Studium der Einwirkung des Nervensystems wurde die elektrische 
Reizung, mit dem Schlitteninduktionsapparat von du Bois-Reymond, der 
zur Leber fiihrenden Nerven unmittelbar tiber dem Zwerchfell in der Brust - 
hohle angewandt. Der Reizung wurden die peripheren Enden des N. vagus 
sin. und des N. sympathicus sin. unterworfen. Die Rolle wurde auf 12 cm 
hinausgeschoben. Der periodisch mit Blut benutzte Nerv/ wurde eine 
Minute lang gereizt, darauf folgte eine Pause von 2 Minuten, danach wieder 
eine Reizung usw. Der Zeitpunkt der Probeentnahme ist aus den Tabellen 
zu ersehen. Bei der quantitativen Bestimmung von Zucker und Harnstoff 
wurden die in der ersten Mitteilung angegebenen Methoden angewandt. 
Die unter den erwéhnten Bedingungen angestellten Versuche haben folgende 
Resultate ergeben: 

Tabelle III. 


Der Einflu8 der icloung ¢ des N. vague auf die Harnstoffbildung. 

















Nr. | Urt in mg-°/» 
der Die Proben wurden entnommen 
can Ves Nr. 45 | Vere. Ne. nes theta Nr. 49 Vers. Nr. a 

1 Vor der Durchleitung . . . 747 0 | Spuren ue 
2 | 10 Minuten nach dem Beginn 

|| der Durchleitung (10')* . 7,8 | 243 | 8,36 0,29 

Beginn der Reizung 18 Minuten nach Beginn der Durchleitung 
3 || 2 Minuten nach Beginn der | | 
Reizung (20) ..... | 9,85 3,08 | 387 

4 ee «4 9,00 3,5 | 4,87 
5 (50’) | 8,35 3,86 10 "ab | 4,51 
6 ge eae = 7,00 E ~ ee 
7 SEDs. 4 0 se = 7,00 | 1688 | 824 
8 | a | — 84 | 16,78 | 9,36 


* Die Regsieemete Ziffern in den Tabellen II] und IV geben die Zeitspanne vom 
Probe an. 


18* 


Beginn der Durchleitung bis zur eae der 
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Tabelle IV. 
Der Einflu8 der Reizung des N. sympathicus auf die Harnstoffbildung. 








Nr. Urt in mg-®/o 

der Die Proben wurden entnommen - 
Proven Vers. Nr. 46 Vers. Nr. 47 Vers. Nr. 50) Vers. Nr. 52 
; by i| , 

1 | Vor der Durchleitung .. . | 0 1,37 2,7 Spuren 

2 | Nach der Durchleitung (10') || Spuren 7,6 5,55 2,1 


Beginn der Reizung 18 Minuten nach Beginn der Durchleitung 





3 2 Minuten nach Beginn der 
Reizung (en Se rere Spuren 7,3 1,43 2,1 
4 SRP - 7,87 898 | 28 
5 Wi  ee . 8,36 7,15 | 24 
6 TS se bx ed . 824 | 7,30 | 7,0 
7 ee ae ia | 7,78 10,3 | — 
8 ee . 10,5 8.8 8,2 
Tabelle V. 
Verinderungen der Menge des Harnstoffs 2 Minuten nach Beginn der 
Reizung. 
AM Unmittelber | 2 Minuten nech 
Vers. Nr. "| Der gereizte Nerv vor Beginn inn Veranderung 
| der Reizung der Reizung %p 
45 t 7,8 9,35 | + 19,8 
48 | 2,43 3,08 + 268 
49 Vagus 3,36 3,64 + 8,34 
\ 51 0.29 3,7 + 1175,0 
54 8,3 12,1 + 458 
46 Spuren Spuren 0,0 
47 | 16 7,3 — 895 
50 Sympathicus 1,43 — 743 
52 a1 21 0,0 
54 7,38 5,86 — 20,6 


So kann man nach 2 Minuten langer Reizung eine deutliche Zunahme 
des Ur* nach der Reizung des N. vagus und eine Abnahme nach der Reizung 
des N.sympathicus beobachten. In diesem Falle muB man jedoch dic 
Wirkung der Verénderungen des Lumens der LebergefaBe im Zusammenhang 
mit der Reizung dieses oder jenes Nerven im Auge behalten. Jedoch mu! 
bemerkt werden, da8B der N.sympathicus sowohl Vasokonstruktoren als 
auch Vasodilatatoren enthalt (Roger). Daher ist das Bild der Einwirkung 
des N. vagus und N. sympathicus auf die GefaéBe sehr verwickelt. Wenden 
wir uns den Resultaten unserer zweistiindigen Versuche (Tabelle IV) zu. 
so ist hier ein ziemlich deutlich ausgesprochener Unterschied in der Ein- 
wirkung der vegetativen Nerven zu beobachten. Bei der Reizung des 
N. vagus sieht man eine bedeutende Zunahme der Harnstoffbildung. Aui 
Grund pharmakologischer Arbeiten kann angenommen werden, da8 die 
Nerven nur in den ersten Minuten ihrer Reizung auf das GefaéBlumen ein- 
wirken. Daher kann man die im Verlauf von 2 Stunden erlangten Resultate 
wohl eher der trophischen Innervation zuschreiben. 
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Tabelle VI. 
Zusammenfassung von Tabelle I und IT. 
CaERey, gorge ee pee 
’ Vv 
Vers. Nr. Der gereizte Nerv : ba | A ; | —— 
8 | 248 | 840 + 245.8 
49 Vagus 3,36 16,78 , + 400.0 
sO 0,29 9,36 | + 31300 
46 | | 0,00 Spuren | Spuren 
= Sympathicus oo ye | Hi oa 
I | 210 | 820 | + 2920? 


Diese Beobachtungen sprechen anscheinend fiir den entgegengesetzten 
EinfluB des N. vagus und des N.sympathicus auf die Harnstoffbildung. 
Deswegen war es sehr interessant, einen Versuch mit abwechselnder Reizung 
bald des einen, bald des anderen Nerven in derselben Leber anzustellen. 


Tabelle VII. 
Versuch Nr. 54. Ur* in Milligrammprozent. 





Die Probezeit 





, 10 Min. nach =. 2 Min. nach 3 2 Min. nach 
Der = Beginn der - Beginn i Vere ® Min. Beginn der Ver- 
Durchleitung | Keizung | anderung | Pause | Reizupg anderung 
iy =| atta | | % | aaa’ | aha | %e 
Vagus... 8,3 12,1 + 45,8 | — ——- | 
Sympathicus — _- ~ | 7,38 5,86 — 20,6 


So wurde auch in diesem Falle ein anscheinend bestimmter Effekt 
erzielt. 


Bei unseren Versuchen sah man also eine Zunahme der Harnstoff- 
bildung nach der Reizung der peripheren Enden des N. vagus, wahrend 
die Reizung des N. sympathicus keine derartige Wirkung hervorruft. 


Es sei eine Reihe von Beobachtungen erwahnt. Ebenso wie mit 
dem defibrinierten Blute wurden auch Versuche mit Ringerlésung 
angestellt. In allen Fallen wurde kohlensaures Ammonium als Material 
zur Harnstoffbildung angewandt. Bei sieben Versuchen mit wieder- 
holter Reizung des N. vagus wurde im Verlauf von 3 Stunden keine 
Harnstoffausscheidung beobachtet. 


Beziiglich der Einwirkung des vegetativen Nervensystems auf den 
Zuckerbefund in der durch die isolierte Leber strémenden Ringerlésung 
haben wir folgende Resultate erzielt. Die Ergebnisse der Versuche 
mit Nervenreizungen sind in den nachfolgenden Tabellen angefiihrt. 
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Tabelle VIII. 
EinfluB der Reizung des N. vagus auf den Zuckergehalt. 








Vers. Nr. 


34 


37 


38 
39 


EinfluB der Reizung des N.sympathicus auf den Zuckergehalt. 


| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 


Vor Beginn der 
Reizung 


a) 0,071 * 
b) 0,285 
a) 0,133 
b) 0,127 
a) 0,125 
b) 0,123 
ce) 0,119 
a) 0,186 
b) 0,182 
e) 0,173 
a) 0,235 
b) 0,230 
a) 0,089 
b) 0,098 
a) 0,123 
b) 0,128 
ce) 0,125 
a) 0,100 
b) 0,084 
a) 0,080 
b) 0, 071 





10 Minuten 


| nach Beginn der 


Reizung 


0,067 
0,287 
0,133 
0,126 
0,117 
0,125 
0,119 
0,188 
0,188 
0,171 
0,231 
0,230 
0,091 
0,098 
0,125 
0,128 
0,120 
0,091 
0,075 
0,078 
0,067 


Durchschnittlich: 


Tabelle IX. 


| 


Veranderung 
0 


10 


b1++ +11 +1 
5 


| + + 
3 Sonos & wb 


| | 
— 
H CNW SOroR Or 


| 


| 





Vers. Nr. 


36 


5 | 
af 
2 {3 


* a) Die erste Probe. 
dritte Probe, eine Stunde nach der zweiten Probe. 


Wie man sieht, erhéht die Reizung des N. sympathicus den Zucker- 
gehalt in der durch die Leber strémenden Fliissigkeit, wahrend die 
Reizung des N. vagus gewéhnlich nicht diesen Effekt gibt, sondern 


Vor Beginn der 
Reizung 


a) 0,150 * 

b) 0,150 

°) 0,122 
0,176 
0,167 


b) Die zweite Probe, cine Stunde nach der ersten Probe. 


10 Minuten 
nach Beginn der 
Reizung 


0,154 
0,154 
0,186 
0,179 
0,166 


Verianderung 


%Fo 


|++++ 
a 

Sr peor 

on ors! 


Durchschnittlich : + 3.6 x 


im Gegenteil eine Verringerung hervorruft. 


In einem Teile [wie in den Versuchen Nr. 35 und 38 (Tabelle X)} der 
Fille wurden wiederholte Reize an ein und derselben Leber angewandt, 
und da hierbei eine Stunde nach dem ersten Reiz ein neuer angewandt 


wurde, so trat dessen Wirkung deutlich hervor. 








Die 
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Tabelle X. 





60 Min. nach 10 Min. nach y, 60 Min. 10 Min. nach] 


i : inn der Beginn der \°T*™* Pause inn der | Verane 
boy ' || Gereister Nerv pm Kod icone derung | (ohne Reiz) , * | derung 
(60’) (70") %Jo (130) (140') %o 
35 N.sympathicus 0,150 0.154 [+267 0150 | O154 |+ 2.67 
38 |N.vagus. . . 0,100 0,091 |—9,0 0,084 | 0,075 —10,7 


Zum SchluB miissen wir betonen, daB unsere Ergebnisse vollig 
mit den Beobachtungen von Tashiro iibereinstimmen, obgleich diese 
unter ganz anderen Bedingungen ausgefiihrt wurden, was selbst- 
verstandlich einen groBen Wert darstellt. Tashiro hat eine Zunahme 
des Harnstoffs im Blute nach der Reizung der peripheren Enden des 
N. vagus und dessen Abnahme bei Sympathicusreizung am ganzen 
Tiere erhalten. Jedoch kann man auf Grund dieser Beobachtungen 
Tashiros allein nicht entscheiden, auf welches System des Kérpers 
die Nervenreizung einwirkte. Vor allem lat sich bei diesen Versuchen 
nicht die Méglichkeit der nervésen Einwirkung auf die Driisen mit 
innerer Sekretion ausschlieBen. Das Grundproblem der Physiologie 
liegt aber in der Klarung der Lokalisation der organischen Prozesse. 
Auf Grund der Ergebnisse unserer Untersuchungen kann man an- 
nehmen, daB die in den Tashiroschen Versuchen erzielten Effekte 
der Reizung, des vegetativen Nervensystems eher von der unmittel- 
baren Einwirkung auf die Leber, diesem Zentralorgan der Harnstoff- 
bildung, abhangen. 

Zusammenfassend kann man sagen, da anscheinend unsere 
Versuchsanordnung die Méglichkeit bietet, den EinfluB des Nerven- 
systems auf nach unserer Methodik isolierte Organe zu erforschen. 
Unter den geschaffenen Bedingungen fiir das Uberleben der Leber 
und des Nervensystems konnte die verschiedenartige Einwirkung 
eines Teiles des vegetativen Nervensystems auf den ProzeB der Harn- 
stoff- und Zuckerbildung verfolgt werden. Wir setzen unsere Versuche 
in dieser Richtung noch fort. 
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] Der quantitative Verwendungsstoffwechsel des Paratyphus- 
B-Bazillus, des Bacterium coli und des Bacillus pyocyaneus. 


Von 
Franz Friedlein. 


(Aus der bakteriologisch-hygienischen Abteilung des Stédtischen 
Hygienischen Universitatsinstituts in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 2. Februar 1928.) 


Mit 16 Abbildungen im Text. 


Der qualitative Verwendungsstoffwechsel des Paratyphus - B- 


Bazillus, des Bacterium coli und des Bacillus pyocyaneus ist von ; 


H. Braun und C. E. Cahn-Bronner! und von H. Braun und R. Gold- 


- schmidt? untersucht worden. Es fehlten aber bis jetzt Untersuchungen ; 
 iiber den quantitativen Verwendungsstoffwechsel der oben ‘genannten - 


Bakterien. Im folgenden méchten wir tiber solche Untersuchungen 


berichten. Wir gingen von einer Nahrlésung aus, die H. Braun und 


| R. Goldschmidt fiir diese Bakterienarten als besonders brauchbar ge- 
_funden haben. Sie hat folgende Zusammensetzung: 


Amemmoniamoblorid . . . 2. 1 2 1 3 ss 2 OB B 
I gs gs Si me « Gree 6 ee ae 
OS, a a 
TD ct tt th te ls 
Meabumpmeesees 2 ww wc tt ttl el el eC OS BG 

(1 Teil priméres + 3 Teile sekundires) 
Aqua bidest.ad volumen . . . . . . . . 100,0cem 


Beziiglich der Untersuchung des quantitativen Verwendungs- 


 stoffwechsels der acht in der oben genannten Milchsiure-Ammoniak- 
) nahrlésung enthaltenen Elemente: Kohlenstoff, Stickstoff, Phosphor, 
’ Schwefel, Magnesium, Kalium, Natrium und Chlor hielten wir uns an 


Pa ST 


j 


die von H. Braun und H. Wolff ausgearbeitete Versuchsanordnung, 
1 Centralbl. f. Bakt. usw., I. Abt., Orig. 86, H. 1, 3, 5; diese Zeitschr. 


131, H. 3/4, 1922. 
2 Centralbl. f. Bakt. usw., I. Abt., Orig. 101, H. 4/5, 6/7, 1927. 
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indem wir nacheinander abwechselnd eines der genannten Element, 
weglieBen und dasselbe dann quantitativ zusetzten. Hinsichtlich der 
Konzentrationen hielten wir uns an die Dezimalstellen, so daB der 
untersuchte prozentuale Gehalt im allgemeinen betrug: 1,0, 0,1, 0.0) 
0,001, 0,0001, 0,00001, 0,000001, 0,0°%. 

Beziiglich der Methodik diirfen wir, um Wiederholungen zu ver. 
meiden, auf die in dieser Zeitschrift aus dem hiesigen Laboratcrium ver. 
éffentlichte Arbeit von H. Wolff! verweisen. 

Bevor die Versuche iiber den quantitativen Verwendungsstoff. 
wechsel in Angriff genommen worden sind, wurde zunichst jeder 
Stamm mindestens fiinf Passagen in der oben erwahnten Milchsaure. 
Ammoniaknahtlésung geziichtet. Von einer solchen Kultur im syntheti. 
schen Nahrboden wurden dann die entsprechenden Versuche angesetzt 
Diese wurden in Kélbchen aus Jenaer Glas bzw. in Kélbchen aus Berg. 
kristall ausgefiihrt. Der Brutschrankluft wurde durch Zuparaffinicren 
der Wattestopfen der Zutritt unméglich gemacht, weil die untersuchten 
Bakterienarten die kohlenstoff- und stickstoffhaltigen Verunreinigungen 
der Brutschrankluft verwerten kénnen (H. Braun und R. Goldschmidt). 
Die Brutschrankluft stellt also eine wichtige Fehlerquelle bei der Unter. 
suchung des Verwendungsstoffwechsels dar. Unter sehr giinstigen 
Ernahrungsbedingungen tritt bei Paratyphus-B-, Coli- und Pyocyaneus- 
bazillen das Wachstum in synthetischen Nahrbéden schon nae! 
24 Stunden ein und kann sehr iippig sein. Je ungiinstiger die Bedingungen 
sind, desto laingere Zeit vergeht, bevor sich die Nahrfliissigkeit triibt 
und der Triibungsgrad ist ein geringerer als bei giinstigen Ernahrungs. 
verhaltnissen. Oft sieht man unter ungiinstigen Bedingungen Wachstum 
erst nach vier- bis zehntagiger Bebriitung. Wir haben im allgemeinen 
die Kulturen 3 Wochen hindurch beobachtet und begniigten uns bei 
der Beurteilung des Wachstums mit der Bestimmung des Triibungs. 

ades. Miihsame Keimzahlungen bieten nac! 
unseren Erfahrungen keinen Vorteil. 

Trat in einer Nahrlésung Wachstum ein 
= moébiges » so wurden weitere Passagen gemacht und der 
Y= storkes ” Versuch erst abgeschlossen, wenn mindestens 
fiinf Passagen durchgefiihrt waren. Nach 
AbschluB des Versuches wurden die Zuchten 
mikroskopisch, kulturell und serologisch ge- 
prift. Um im folgenden die Ergebnisse einfach und iibersichtlich zu 
gestalten, wollen wir uns eines Schemas bedienen. Jedes Quadrat 
in diesem Schema entspricht einer Zucht, in der das erfolgte Wachstum 
dargestellt ist (Abb. 1). 


= kein Wachstum 


= schwaches ” 


= sehr starkes ” 





Abb. 1. 


1 Diese Zeitschr. 158, 319, 1925. 
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Zur Untersuchung des quantitativen Verwendungsstoffwechsels 
haben wir folgende Stamme herangezogen: 

1. einen Paratyphus-B-Bazillus (Typ Schottmiiller) von typischem 
kulturellen und serologischen Verhalten. 

2. Drei Kolistémme, die folgende Bezeichnungen trugen, deren 
wir uns auch in dieser Veréffentlichung bedienen wollen: Kolistamm 
Nr. 14, Kolistamm Nr. I und Kolistamm a. Diese drei Staimme verhielten 
sich kulturell typisch. Sie waren aus menschlichem Stub] reingeziichtet. 
Kolistamm Nr. 14 und Kolistamm Nr. 1 waren beweglich, Kolistamm a 
unbeweglich. Der Kolistamm Nr. 14 ist ein alter Laboratoriumsstamm, 
Kolistamm Nr. I und a wurden frisch geziichtet. 

3. Bacillus pyocyaneus von typischem morphologischen und 
kulturellen Verhalten. 


Der quantitative Kohlenstoffverwendungsstoffwechsel. 


Zur Untersuchung des Kohlenstoffverwendungsstoffwechsels sind 
wir von einer kohlenstofffreien Kulturflissigkeit folgender Zusammen- 


setzung ausgegangen : 


Ree 5. kes wow o's eh @ 
EE SE Eee a ae ee a 
Magnesiumsulfat ........... . 002g 
Kaliumphosphatgemisch ........04 ¢ 
Aqua bidest. ad volumen. . . . . . . . 100 cem 


Diese Nahrfliissigkeit, die wir Lésung a nennen wolleh, enthielt 
also die doppelte Menge der Salze wie die oben angegebene Milchsaure- 
Ammoniaknahrlésung. Wir fiigten nun Natriumlactat in verschiedenen 
Konzentrationen zu. Zu diesem Zwecke wurden folgende Lésungen 
von Natriumlactat hergestellt : 


1. Lésung b, = 2°%ige Natriumlactatlésung. 

2. ” b, = 5cem Lésung b, + 495cem H,O = 0,02 °,ige Natrium- 
lactatlésung. 

3. b, = 5 cem Lésung b, + 495 com H,O = 0,0002%ige 


Natriumlactatlésung. 


Aus der Lésung a und den Lésungen b,, b, und b, wurden folgende 
Nahrfliissigkeiten bereitet : 


50 cem a + 50cem b, = 10° Natriumlactatgehalt 
50 , a+ 5, b, + 45cem H,O = 0,1% *” 
«2+ 00 . .& = 0,01% s 

50 , a+ 5, b, +45 ,, H,O= 0,001% 

50, a+50 ,, b, = 0,0001% 

50 , a+ 5, b +45 ,, H,O = 0,00001% = 

50 ,, a+ 0,5,, bs + 49,5,, H,O = 0,000001°%, - 

50 , a+650 , H,O = 0.0% 


Die genaue Beschreibung der Methodik findet sich in der oben 
erwahnten Arbeit von H. Wolff. 
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Wir wollen nun eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der Versuch 


tiber den Kohlenstoffverwendungsstoffwechsel der Paratyphus-. 
Bazillen bringen. Wir konnten feststellen, daB sich dieses Bakteriun 
in der 1 %, Natriumlactat enthaltenden Nahrlésung sehr gut und schnell 
vermehren kann. Innerhalb 24 Stunden zeigte dieser Keim in alley 
Passagen sehr starkes Wachstum. Bei 0,1°% Natriumlactat trat eine 
deutliche Verschlechterung des Wachstums ein. Wohl wuchs er in dey 
Anfangskélbchen sehr stark, aber er erreichte das Maximum der Ver. 
mehrung erst nach 48 Stunden. In den Passagen trat innerhalb zweie: 
Tage starkes Wachstum ein. Bei 0,01 °% Natriumlactatgehalt blie) 
bereits das Wachstum in den Passagen aus. Wohl kam der Keim in 
den Anfangskélbchen zu schwacher Vermehrung, doch lieBen sich 
Passagen nicht erzielen. Unter den von uns gewahlten Bedingungen 
war also fiir den Paratyphus-B-Bazillus in der Milchsiure-Ammoniak. 
nihrlésung die Konzentration von 1%, Natriumlactat das Wachstums. 
optimum. Das nachfolgende Diagramm gibt eine Ubersicht iiber das 
Verhalten des Paratyphus-B-Bazillus in der Milchsiure-Ammoniak. 
nihrlésung bei verschiedenem Natriumlactatgehalt. (Abb. 2). 
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Abb. 2. Paratyphus-B-Bezillus. Abb. 3. Kolistamm Nr. 14. 


Der Kolistamm Nr. 14 verhielt sich folgendermaBen: Bei 1°, 
und bei 0,1°% Natriumlactatgehalt trat sehr starkes Wachstum ein, 
bei 1% nach 24 Stunden, bei 0,1°% nach 2 bis 3 Tagen. Bei 0,01° 
lieBen sich Passagen nicht durchfiihren. Nachfolgendes Diagramm 
gibt eine Ubersicht iiber die Ergebnisse bei diesem Stamm. (Abb. 3) 

Kolistamm Nr. I und Kolistamm a verhielten sich in Milchsaure- 
Ammoniaknahrlésung gleich und waren anspruchsvoller als Kolistamm 
Nr. 14. Bei einer Konzentration von 1% Natriumlactatgehalt zeigten 
beide Stamme innerhalb 24 Stunden sehr starkes Wachstum. Bei 
0,1°% Natriumlactatgehalt war die Vermehrung bereits geringer, und 
bei 0,01% Gehalt lieBen sich Passagen nicht mehr durchfihren 
Diese Kolistémme verhielten sich also wie der Paratyphus-B-Bazillus. 
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Uberblicken wir die Ergebnisse der Untersuchung des Kohlenstoff- 
verwendungsstoffwechsels der drei Kolistimme im Milchsiure- 
Ammoniaknaéhrboden, so zeigt sich folgendes: Soll iippiges Wachstum 
eintreten, so muB die Kohlenstoffquelle, wie bei Paratyphus-B-Bazillen, 
in relativ groBer Menge vorhanden sein (1 bis 0,1°%). Bei einer Kon- 
zentration von 0,01 °%, Natriumlactat ist ein Wachstum in Passagen 
nicht mehr méglich. Zwischen den frisch aus menschlichem Stuhl 
geziichteten Stammen und dem alten Laboratoriumsstamm ist insofern 
ein Unterschied, als der alte Stamm etwas anspruchsloser ist. 

Den Bacillus pyocyaneus haben wir deshalb herangezogen, weil 
er als ein besonders geniigsames Bakterium bekannt ist, das sich in 
iuBerst primitiven synthetischen Nahrbéden schnell und iippig ver- 
mehrt?. 

Im Milchsiure-Ammoniaknahrboden mit 1°, Natriumlactat ver- 
mehrte sich unser Stamm auBerordentlich schnell und itippig. Schon 
nach 8 bis 10 Stunden war ein sehr starkes Wachstum festzustellen. 
Bei einem Gehalt von 0,1 °%, Natriumlactat vermehrte er sich innerhalb 
24 Stunden sehr stark. Dagegen blieb bei einer Konzentration von 
0,01 %, Natriumlactat das Wachstum in Passagen aus. Er zeigte also 
das gleiche Verhalten wie der anspruchslose Kolibazillus Nr. 14. 

In bezug auf Farbstoffbildung konnten wir feststellen, daB bei 
einer Konzentration von 1°, Natriumlactat eine schéne griine Farbung 
auftrat, die bei der Konzentration von 0,1 °%, Natriumlactat geringer war. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB der Bacillus pyocyaneus 
in bezug auf die Menge der zum Wachstum nétigen kohlenstoffhaltigen 
Substanz nicht anspruchsloser ist als Koli- und Paratyphus-B-Bazillen. 

Die drei untersuchten Bakterienarten bediirfen zum Leben relativ 
groBer Mengen Lactat als Kohlenstoff- wnd Energiequelle (1 bis 0,1°%). 

Zur Untersuchung des quantitativen Kohlenstoffverwendungsstoff- 
wechsels haben wir auBer Milchsiure Traubenzucker herangezogen, 
welcher von den von uns untersuchten Bakterienarten angegriffen wird. 
Da der Traubenzucker doppelt soviel Kohlenstoff, Wasserstoff und 
Sauerstoff enthalt als die Milchséure, schien es uns von Interesse zu 
sein, zu priifen, wie sich aquimolekulare Mengen von Traubenzucker 
und Milchsiure im quantitativen Verwendungsstoffwechsel verhalten. 
1g Natriumlactat ist 1,6 g Traubenzucker aquimolekular. Wir stellten 
uns Nahrlésungen her, in denen der Traubenzucker die einzige Kohlen- 
stoffquelle war, und zwar in Konzentrationen von 1,6 bis 0,0000016% 
und 0%. 


1 Siehe H. Braun und C. BE. Cahn-Bronner, Centralbl. f. Bakt. usw. 86, 
H. 3. 
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Der Paratyphus-B-Bazillus verhielt sich in diesen Nahrlésungey 
folgendermaBen: Auch in der Konzentration 1,6°%, Traubenzucker 
war kein sehr starkes Wachstum eingetreten, und das Maximum der 
Vermehrung war oft erst nach 48stiindiger Bebriitung feststellbar. 
Gleiches Verhalten zeigte der Paratyphusbazillus bei einem Gehalt cer 
Nahrlésung von 0,16°%, Traubenzucker. Bei der Konzentration von 
0,016 %, Traubenzucker war das Wachstum in Passagen méglich, aber 
diese waren nicht immer sehr tippig, und die Vermehrung war eine ver- 
langsamte. Bei einem Traubenzuckergehalt von 0,0016% war kein 
Wachstum in Passagen méglich. Nachfolgendes Diagramm gibt eine 
Ubersicht iiber das Verhalten des Paratyphus-B-Bazillus in der Trauben- 
zucker-Ammoniaknahrlésung und erméglicht den Vergleich mit dem 
Verhalten in der Milchsiure-Ammoniaknahrlésung. (Abb. 4). 
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Abb. 4. Abb. 5. 
Paratyphus-B-Bazillus. Kolistamm Nr. 14 und Nr. 1. 


‘ 
t 
Die Kolistamme Nr. 14 und I verhielten sich in dem Traubenzucker- 


Ammoniaknéhrboden gleich. Bei einer Konzentration von 1,6°, 
Traubenzucker wuchsen sie innerhalb eines Tages gut. Die Vermehrung 
war aber nicht so stark wie bei 1°, Natriumlactat. Auch bei der Kon- 
zentration 0,16 °%, Traubenzucker war das Wachstum gut. Es erreichte 
aber erst nach 48 Stunden sein Maximum. Bei einem Gehalt von 
0,016 % Traubenzucker war das Wachstum schwacher als bei den vorher- 
gehenden Konzentrationen. Bei 0,0016°% wuchsen die Kolistamme 
nicht mehr. Das nachfolgende Diagramm bringt eine Ubersicht tiber 
das Verhalten der Kolistémme in den Traubenzucker-Ammoniaknahr- 
lésungen. (Abb. 5). 


Der Kolistamm a verhielt sich im groBen ganzen wie die vorherigen 
Kolistamme. Ein Unterschied bestand nur darin, daB er die trauben- 
zuckerhaltigen Nahrlésungen nicht gleichmaBig triibte, sondern in 
Fléickchen wuchs, und da er etwas anspruchsvoller war, indem 
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das Wachstum schon bei der Konzentration von 0,16°, in einzelnen 
Passagen ein maBiges war. 

Der Bacillus pyocyaneus vermehrte sich in den Traubenzucker- 
\mmoniaknahrlésungen folgendermaBen: 

Bei einer Konzentration von 1,6 und 0,16 °%, Traubenzucker wuchs 
er innerhalb 24 Stunden sehr iippig. Bei 0,016°%, Zuckergehalt trat 
eine Verminderung des Wachstums ein. Unterhalb dieser Konzen- 
tration wuchs er nicht. Aufgefallen ist uns, daB der Bacillus pyocyaneus 
in den Traubenzucker-Ammoniaknahrbéden auch in den tippig ge- 
wachsenen Kulturen keinen Farbstoff 
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mit Bacillus pyocyaneus. (Abb. 6). goooom| | | TT 
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zusammen, daB ein Molekiil Trauben- Bacillus pyocyaneus. 


sucker in zwei Molekiile Milchsaéure zer 

fallt, so daB bei aquimolekularen Teatheaindbiiiteeneen doppelt 
soviel _Kohlenstoff vorhanden ist als in 2 aes Milchsaure- 
losungen. 


Auffallig ist, daB beim Paratyphus-B-Bazillus und bei den Koli- 
bakterien bei keiner Konzentration des Traubenzuckers ein so tippiges 
Wachstum eingetreten ist, wie dies bei Lactat der Fall war. Das hangt 
wohl mit der Saéurebildung bei der Traubenzucker-Assimilation zu- 
sammen. 


Zur Untersuchung des quantitativen Kohlenstoffverwendungs- 
stoffwechsels haben wir weiterhin das Natriumsalz der Bernsteinsiure 
herangezogen. Dieses wird von Paratyphus-B-Bazillen, Kolibakterien 
und Pyocyaneusbazillen assimiliert. Da die Bernsteinsiure eine andere 
Verkettung der Kohlenstoffatome aufweist als die Milchséure, schien 
es uns von Interesse zu sein zu untersuchen, wie sich aquimolekulare 
Mengen Bernsteinsiure und Milchsaure im quantitativen Verwendungs- 
stoffwechse] verhalten. 1g Natriumlactat ist 1,44 g Natriumsuccinat 
iguimolekular. Wir stellten uns auf analoge Weise, wie wir es oben 
beim Lactat beschrieben haben, Nahrlésungen her, die absteigende 
Mengen von Succinat enthielten, und zwar von 1,44 bis 0,000001 44 °,. 
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Die Versuche mit Paratyphus-B-Bazillus in diesen Nahrlésungey 
hatten folgendes Ergebnis: 


Bei einer Konzentration von 1,44° Natriumsuccinat war in alley 
Passagen sehr starkes Wachstum feststellbar. Die Schnelligkeit der 
Vermehrung war aber geringer als bei der aquimolekularen Konzey. 
tration von Natriumlactat. In den ersten Passagen war das Wachst um 
ein langsameres, in den spateren ein schnelleres, so daB wir den Eindruck 
gewannen, daB die Paratyphusbakterien von Passage zu Passage 
Bernsteinsiure besser ausnutzen kénnen. 


Auch bei der Konzentration von 0,144 % Natriumsuccinat konnte, 
wir eine Steigerung der Wachstumsschnelligkeit mit fortschreitenden 
Passagen beobachten. Die Uppigkeit blieb oft hinter der bei der Kon. 

zentration von 1,44, Natriumsucci. 


Anfangs - ie 
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90 ! Bx halb dieser Konzentration war kein 
samen a en a ee Wachstum in Passagen méglich. Die 
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£ Goorw hatten wir den Eindruck, daB das 
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gramm zeigt das Verhalten des Para. 
7 typhusbazillus in den Succinatnahr- 
Paratyphus-B-Bazillus. béden. (Abb. 7). 


Da sich die Kolibakterien und der Bacillus pyocyaneus in den 
Bernsteinsiure-Ammoniaknahrlésungen nicht wesentlich anders ver. 
hielten wie in den Milchsiure-Ammoniaknahrlésungen, so wollen wi 
auf die Wiedergabe der Versuche mit diesen Bakterien verzichten. 


Betrachten wir die Ergebnisse der Untersuchung des Verwendungs- 
stoffwechsels der drei Kohlenstoffquellen Natriumlactat, Traubenzucker 
und Natriumsuccinat, so stellen wir folgendes fest: Von diesen drei 
Kohlenstoffquellen sind zum iippigen und schnellen Wachstum ver- 
haltnismaBig groBe Mengen nétig. Bernsteinsiure ist keine bessere 
Kohlenstoffquelle als Milchsiure. Traubenzucker wird gut assimilier'. 
aber die Uppigkeit des Wachstums ist hier geringer als bei Lactat. 


Der quantitative Stickstoffverwendungsstoffwechsel. 


Zur Untersuchung des quantitativen Stickstoffverwendungsstoff- 
wechsels wahlten wir Ammoniumchlorid. 





— = =e oo 


niielC cr ..lCUhCOU 








sungen 


n allen 
“it der 
onzen. 
hstum 
idruck 
assage 


mntey 
enden 
’ Kon. 
isuCcCi- 
Unter. 
r kein 

Die 
Bern. 
nicht 
Eher 
das 
eku- 

ein 
» Dia- 
Para- 


nahr- 


1 den 

ver- 
1 Wir 
n. 


ungs- 
icker 

drei 

ver- 
ssere 
liert, 
ctat. 


toff- 





Verwendungsstoffwechsel des Paratyphus-B-Bazillus usw. 281 


Die Zusammensetzung der doppeltkonzentrierten stickstofffreien 
Nahrlésung, von der wir ausgegangen sind, war folgende: 
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Dieser Lésung setzten wir quantitativ Ammoniumchlorid auf 
analoge Weise zu, wie wir es beim Kohlenstoffverwendungsstoffwechsel 
beschrieben haben. Die Nahrlésungen stellten dann Ammoniumchlorid- 
konzentrationen von | bis 0,000001 und 
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tration von 0,1 °, Ammoniumchlorid trat of 
sehr tippiges Wachstum in den ersten 40 
zwei Passagen nach 48 Stunden, in 

den iibrigen nach eintagiger Bebriitung Paratyphus-B-Bazillus. 
ein. Bei 0,01 % Ammoniumchloridgehalt 

trat in einzelnen Passagen nach einem Tage, in anderen nach 2 Tagen 
starkes Wachstum ein, das geringer war als bei 0,1°%. Unterhalb 
der Konzeutration vor 0,01 °, waren Passagen nicht erzielbar. 

Nachfolgendes Diagramm zeigt das Verhalten des Paratyphus-B- 
Bazillus in Nahrlésungen von verschiedenem Ammoniumchloridgehalt 
(Abb. 8). 

Nun wollen wir iiber das Verhalten der Kolibakterien berichten 
und mit dem Verhalten des Kolistammes Nr. 14 beginnen. Dieser Stamm 
wuchs bei 1,0, bei 0,1 und bei 0,01°%, Ammoniumchlorid innerhalb 
24 Stunden sehr iippig. Doch blieb bei der Konzentration von 0,001 °, 
Ammoniumchlorid das Wachstum in Passagen aus. Er erwies sich also 
etwas anspruchsloser als der Paratyphus-B-Bazillus. Nachfolgendes 
Diagramm gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse und erméglicht 
einen Vergleich mit dem Verhalten des Parat yphus-B-Bazillus. (Abb. 9). 

Der Kolistamm Nr.I und Kolistamm a verhielten sich gleich. 
Sie waren anspruchsvoller als der Kolistamm Nr. 14, und ihr Verhalten 
ihnelte sehr dem Paratyphus-B-Bazillus. Bei einem Gehalt von | und 
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0,1 ° Ammoniumchlorid wuchsen sie sehr schnell und tppig, in einige 
Passagen bereits nach 24 Stunden, in einigen nach 48 Stunden. Be; 
einer Konzentration von 0,01 ° Ammoniumchlorid wuchsen sie lang. 
samer. Starkes Wachstum war éfter 

futer 7. 2. 3. % Sfassege hier erst nach viertagiger Bebrii- 
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ar Auch beim Bacillus pyocyaneus 


kénnen wir uns kurz fassen, da sich 

= ‘ sein Verhalten nicht wesentlich von 

Kolistamm Nr. 14. dem der anderen Stamme unterschied. 

Er wuchs sowohl bei 1% als auch 

bei 0,1° Ammoniumchlorid in allen Passagen innerhalb 24 Stunden 

sehr iippig. Bei 0,01°, war das Wachstum geringer. Bei 0,001 %, war 
die Ziichtung in Passagen nicht méglich. 

Uberblicken wir die Ergebnisse der Untersuchung des quantitativen 
Stickstoffverwendungsstoffwechsels bei Ammoniumchlorid als Stickstoff- 
quelle, so kénnen wir feststellen, daB den untersuchten Bakterienarten 
sehr iippiges Wachstum bereits bei 0,1 °, Ammoniumchlorid méglich War, 
bei einem Kolistamm sogar bei einer Konzentration von 0,01 °% Am- 
moniumcehlorid. Es reichten den Paratyphus-B-, Koli- und Pyecyens us- 
bazillen von der Stickstoffquelle zum optimalen Wachstum geringere 
Mengen als von der Kohlenstoffquelle aus. 

Wir haben nun gepriift, wie sich Asparaginséure im quantitativen 
Verwendungsstoffwechsel verhalt. Diese wird von den von uns benutzten 
Bakterienarten assimiliert. Wir haben diese Aminosaure in zweifacher 
Hinsicht untersucht, und zwar als gemeinsame Stickstoff- und Kohlen- 
stoffquelle und zweitens als Stickstoffquelle bei Anwesenheit von 
Natriumlactat als zweite Kohlenstoffquelle. 

Zunichst wollen wir iiber die Ergebnisse der Versuche berichten. 
in denen Asparaginsiure Stickstoff- und Kohlenstoffquelle war. Wir 
muBten hier natiirlich von einer Lésung ausgehen, die stickstoff- und 
kohlenstofffrei war. Sie hatte folgende Zusammensetzung: 
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Aus dieser Lésung stellten wir uns durch Zusatz von gleichen 
Teilen der Lésungen von Natrium asparaginicum Nahrfliissigkeiten 
her, die von dieser Aminosaure 1 bis 0,000001 und 0°%, enthielten. 


Der Paratyphus-B-Bazillus zeigte in diesen Nahrlésungen folgendes 
Verhalten: Bei 1°, Natrium asparaginicum wuchs er bereits nach 
24 Stunden sehr gut und erreichte nach 48 Stunden das Optimum der 
Vermehrung. Bei 0,1 °%, asparaginsaurem Natrium wer die Vermehrung 
verlangsamt. Es trat erst nach 2 bis 3 Tagen gutes Wachstum ein, 
das aber hinter dem bei 1 % zuriickblieb. Unterhalb dieser Konzentration 
jieBen sich Passagen nicht erzielen (Abb. 10). 


Was die Kolistimme und den Bacillus pyocyaneus betrifft, so 
verhielten sie sich ahnlich wie der Paratyphus-B-Bazillus. Sie wuchsen 
bei einem Gehalt von 1°% Natrium asparaginicum tippig und auch bei 
0,1% noch gut, bei 0,01 %, blieb aber das Wachstum aus. 
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Paratyphus-B-Bazillus. Paratyphus-B-Bazillus. 


Nun méchten wir iiber die Versuche berichten, in denen Natrium 
asparaginicum als Stickstoffquelle und Lactat als zweite Kohlenstoff- 
quelle diente. Wir gingen dabei von der oben angefiihrten stickstoff- 
und kohlenstofffreien Nahrlésung aus, der wir aber 1 g Natriumlactat 
zusetzten. Aus dieser stickstofffreien, aber kohlenstoffhaltigen Ausgangs- 
lésung wurden dann Nahrflissigkeiten hergestellt, die Konzentrationen 
von 1 bis 0,000001 °%, von asparaginsaurem Natrium enthielten. 


Die Versuche mit Paratyphus-B-Bazillen in diesen Nahrlésungen 
ergaben folgendes: Bei 1 °/, Natrium asparaginicum war in allen Passagen 
nach 24 Stunden sehr tippiges Wachstum eingetreten. Dasselbe war 
der Fall bei 0,1°%, Natrium asparaginicum. Bei 0,01 °, konnte noch 
Wachstum erzielt werden, das aber nicht mehr tippig war. Unterhalb 
0,01 % Natrium asparaginicum blieb das Wachstum in Passagen aus. 
Folgendes Diagramm gibt eine Ubersicht tiber diese Versuche (Abb. 11). 
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Die Kolibakterien und der Bacillus pyocyaneus verhielten sic) 
in diesen Nahrlésungen bis auf unwesentliche Abweichungen in der 
Intensitat des Wachstums wie der Paratyphus-B-Bazillus. Bei 1 und 
0,1°% Natrium asparaginicum gediehen sie sehr iippig, bei 0,01 % war 
das Wachstum in Passagen noch méglich, blieb aber bei 0,001 °% aus. 

Uberblicken wir die Ergebnisse der Versuche mit Asparaginsiure. 
so zeigt sich folgendes: 

Wenn diese Aminosaéure gleichzeitig Stickstoff- und Kohlenstoff- 
quelle ist, so sind die Ernahrungsbedingungen schlechter, als wenn 
Ammonium die Stickstoff- und Natriumlactat die Kohlenstoffquelle ist. 

Wenn Asparaginséure Stickstoffquelle und Lactat zweite Kohlen- 
stoffquelle ist, so zeigt sich, daB die Ernahrungsbedingungen gegeniiber 
einer Nahrlésung, in der Ammonium Stickstoffquelle und Lactat 
Kohlenstoffquelle ist, nicht wesentlich besser sind. Dagegen sind 
unter solchen Bedingungen die Wachstumsverhaltnisse viel giinstiger 
als in einer Nahrlésung, in der die Aminosiure gleichzeitig Stickstoff- 
und Kohlenstoffquelle ist. 


Der quantitative Phosphorverwendungsstoffwechsel. 

Wir benutzten als Phosphorquelle Kaliumphosphat, und zwar 
eine Mischung aus einem Gewichtsteil primaérem und drei Gewichtsteilen 
sekundirem Kaliumphosphats. Wenn wir im folgenden von prozentualem 
Phosphatgehalt sprechen, so ist dabei zu beriicksichtigen, daB die an- 
gefiihrte Menge aus primairem und sekundirem Kaliumphosphat zu- 
sammengesetzt ist. 

Die phosphorfreie Lésung, von der wir ausgegangen sind, hatte 
folgende Zusammensetzung : 


Maliumoliorid . . . 1. 5 + - eoere fC 
ee eee 10 ¢g 
III, i'n. 655)! a oo 0k Ow 0,02 g 
Natriumlactat ...... Kukcs, Hee 10 ¢g 
Aqua bidest. ad volumen. . ... . . . 100 cem 


Dieser Stammlésung wurden zu gleichen Teilen verschiedene 
Lésungen von Kaliumphosphat zugesetzt. Die Nahrlésungen enthielten 
dann Konzentrationen von | bis 0,000001°% Kaliumphosphat. Die 
fiir das Wachstum der Bakterien notwendige Wasserstoffionenkonzen- 
tration wurde durch Zusatz von Natriumcarbonat in Substanz her- 
gestellt (pa 7,0 bis 7,2). 

Der Paratyphus-B-Bazillus ist, wie zu erwarten war, in der phosphor- 
freien Nahrlésung nicht gewachsen. Dasselbe war bei einem Phosphat- 
gehalt von 0,000001 bis 0,0001 °% der Fall. Er wuchs zwar in den ersten 
Zuchten iippig an, lieB sich aber nicht in Passagen fortziichten. Die 
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sich niedrigste Konzentration, bei der Wachstum in Passagen méglich war, 
der lag bei 0,001°%, Phosphatgehalt. Bei 0,01°%, ‘war die Vermehrung 
und bereits eine schnelle und sehr wtppige, 

Antorgs 
war dagegen blieb bei 1% Phosphatgehalt Yo futr 4. 2 3. % 5. Passage 
AUS, das Wachstum aus (s. Diagramm, 
ure. (Abb. 12). 5 

Was die Kolibakterien und den § 
off. Bacillus pyocyaneus betrifft, so ver- > 
enn hielten sich diese Bakterien ahnlich wie $ 
ist. die Paratyphus-B-Bazillen. Sie zeigten § 
lie bei der Konzentration von 0,1°, Phos- B 
vat phat innerhalb 24 Stunden sehr iippiges 
at Wachstum. Dasselbe war bei 0,01 %, der 
ind Fall. In der letzteren Konzentration Abb. 12. 
ger trat allerdings das Maximum der Ver- Paratyphus-B-Bazillus. 
off. mehrung erst nach 2 bis 3 Tagen Be- 

briitung ein. Bei einem Gehalt von 0,001% war das Wachstum 

zwar noch gut, aber geringer als bei den vorhergehenden Nahr- 

lésungen, und blieb unterhalb dieser Konzentration in Passagen : 
li aus. Bei den Kolistammen Nr. 14 und I bestand ein Unterschied ; 
a gegeniiber dem Kolistamm a und den Pyocyaneusbazillen darin, dab 
om jene auch bei 1°% Phosphat iippig gedeihen konnten, wihrend diese 
ine wie die Paratyphus-B-Bazillen nicht wuchsen. | 
LA- Es geht aus den berichteten Versuchen hervor, daB Phosphor 

fir das Leben der Paratyphusbazillen, der Kolibakterien und des 
tte Bacillus pyocyaneus unbedingt lebensnotwendig ist. Die zum Leben 

notwendige Konzentration von Phosphat ist fiir diese drei Bakterien- 

arten die gleiche und sie ist geringer als die zum Leben notwendige 

Menge von Stickstoff- und Kohlenstoffquellen. 

Der quantitative Schwefelverwendungsstoffwechsel. 

Friihere Arbeiten des hiesigen Laboratoriums zeigten, dab die 
ne Bakterien der Typhus-, Paratyphus-, Koligruppe ohne Schwefel 
en ziichtbar sind. H. Braun und R. Goldschmidt hatten festgestellt, daB 
Die Schwefel und Magnesium fiir diese Bakterienarten nicht unbedingt 
n- lebensnotwendig sind, daB aber die Salze dieser Elemente wachstums- 
r- férdernd wirken. 

Wir haben diese Versuche einer Nachpriifung unterzogen und wahiten 
or dazu zundchst den Bacillus pyocyaneus, den wir in einer schwefel- 
it - freien Nahrlésung ziichteten, wobei wir auf zwei Fehlerquelien besonders 
en achteten. Erstens wurden diese Untersuchungen in BergkristallgefaBen 


rie ausgefiihrt; das benutzte Wasser wurde durch Destillation im Berg- 
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kristallapparat gewonnen, und die benutzten Pipetten waren aus | 
Bergkristall. Zweitens wurden die Kulturkélbchen luftdicht ver. } 
schlossen, um auf diese Weise zu vermeiden, da8 schwefelhaltige ( 
Verunreinigungen der Brutschrankluft zur Kultur Zutritt haben. 


Unsere Versuche bestatigten die Erfahrungen von H. Braun und 
R. Goldschmidt. Der Bacillus pyocyaneus lieB sich in einer schwefel- 
freien Nahrlésung in Passagen ziichten. Sein Wachstum war ein maBiges 


Zur Priifung des quantitativen Schwefelverwendungsstoffwechsels 
gingen wir von einer Lésung aus, die folgende Zusammensetzung hatte: 


pO ere ne ee ee 10 ¢g 
Ee ee ee ee 10 ¢g 
Ee ee” 0,02 g 
Kaliumphosphatgemisch. . . ...... 0.4 ¢g | 
Pen Ue ae ee 10 ¢g : 
Aqua bidest. ad volumen. . .... . . 100 cem : 


In tiblicher Weise wurde dann das Schwefelsalz zugesetzt, so dab 
Nahrlésungen von einem Gehalt von 1 bis 0,000001 ° Sulfat resultierten. 
Der Paratyphus-B-Bazillus verhielt sich folgendermaBen: 


Bei 1 bis 0,01°%, Sulfatgehalt wuchs der Paratyphus-B-Bazillus 
sehr schnell und iippig; bei 0,001 °%, Sulfat war noch gutes Wachstum 
feststellbar, das aber nicht mehr so tippig war wie bei den vorher- 
gehenden Sulfatmengen. Bei 0,0001 bis 0°%, war Wachstum méglich | 
Dieses war allerdings nur ein 
Assage maBiges, und zwischen diesen Kon. 





% 
90 zentrationen bestand in der Schnellig- 
. 7; a » s , 
. 9000001 keit und Starke des Wachstum: 
a kein Unterschied (s. Diagramm, 
¢ Abb. 13). 
* § g0001 sala ee 
pa Diese Versuche zeigen in Be- 
gn Nea statigung der Angaben von H. Brawn 
ate und R. Goldschmidt die wachstums. 
07 férdernde Wirkung des Sulfats. 
” Von Kolistémmen haben wir in 
Abb. 13. diesen Versuchen zwei untersucht. 
Paratyphus-B-Bazillus. und zwar den beweglichen Stamm , 


Nr. I und den _ unbeweglichen 
Stamm a. Der Kolistamm a verhielt sich bis auf geringe Unterschiede 
in der Schnelligkeit des Wachstums genau so wie der Paratyphus-B- 
Bazillus. Beim Kolistamm Nr.I bestand ein Unterschied nur darin. 
daB sich bei ihm auch die Sulfatmenge von 0,0001 %, als wachstums- 
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fordernd erwies. Die Uppigkeit des Wachstums war bei | bis 0,01 % 
Sulfat bei diesen Kolibazillen besonders groB, geringer bei 0,001 und 
0.0001%. Bei einem Gehalt von 0,00001 und 0,000001 und 0,0% 
war eine Vermehrung der Kolibazillen méglich. Sie sind imstande, 
ohne Sulfat zu wachsen, wenn auch langsamer und nicht so tippig, als 
wenn geniigende Mengen dieses Salzes anwesend sind. 


Beim Bacillus pyocyaneus fanden wir bei 1, 0,1 und 0,01 °,, Natrium- 
sulfatgehalt sehr tippiges und sehr schnelles Wachstum. Von der Kon- 
zentration 0,001 °%, bis zur schwefelfreien Nahrlésung war Wachstum 
feststellbar, das in 24 bis 48 Stunden eintrat. Dieses war nicht so ippig 
wie bei den vorhergehenden Konzentrationen. 


Die Paratyphus-B-Bazillen, die Kolibazillet und der Bacillus 
pyocyaneus sind nach den Ergebnissen dieser Versuche imstande, ihre 
Leibessubstanz ohne Schwefel aufzubauen. Der Schwefel ist zum 
Leben dieser Bakterien nicht unbedingt notwendig; die Sulfate férdern 
aber das Wachstum wesentlich. 


Der quantitative Magnesiumverwendungsstoffwechsel. 


Verschiedene Autoren halten das Magnesium fiir das Leben der 
Bakterien fiir unbedingt notwendig, andere fiir entbehrlich. 


H. Braun und R. Goldschmidt haben gezeigt, daB das'Magnesium 
fiir die Bakterien der Typhus-, Paratyphus- und Koligruppe nicht 
unbedingt lebensnotwendig ist, aber wachstumsférdernd wirkt. 


Fiir den quantitativen Verwendungsstoffwechsel des Magnesiums 
gingen wir von folgender magnesiumfreien Fliissigkeit aus: 


Ammoniumehlorid . ... ... 6 ss. 10g 
ere ae ee ee a es log 
Ralsmiaphosphet . 6. 5 we te ee 0,42 
ee Oe eee 10g 
Aqua bidest. ad volumen. ...... . 100 cem 


Dieser Stammlésung wurden zu gleichen Teilen verschiedene 
Lésungen von Magnesiumsulfat zugesetzt. Die Nahrlésungen enthielten 
dann Konzentrationen von 0,1 bis 0,000001 und 0°%, Magnesiumsulfat. 
Auf die Konzentration von 1%, Magnesiumsulfat verzichteten wir, weil 
bei dieser eine starke Ausfallung eintrat. 


Der Paratyphus-B-Bazillus verhielt sich in diesen Nahrlésungen 
folgendermaBen: In allen magnesiumhaltigen und auch in der 
magnesiumfreien Nahrlésung wuchs er gut, in der letzteren allerdings 
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erst nach mehrtagiger (drei- bis fiinftagiger) Bebriitung. Bei den Konze n. 
trationen von 0,000001 und 0,00001 °%, Magnesiumsulfat trat in allen 
Passagen nach 3 bis 4 Tagen sehr starkes Wachstum ein. Besonders 
rasches und iippiges Wachstum war in den Nahrlésungen feststellbar, 
die 0,0001°, und mehr Magnesiumsulfat enthielten. Hier war schon 
in den ersten 24 Stunden sehr starkes Wachstum nachweisbar. Nach). 
folgendes Diagramm gibt eine Ubersicht iiber das Verhalten des Para. 
typhus -B-Bazillus im quantitativen Magnesiumverwendungsst off. 
wechselversuch (Abb. 14). 

Die Kolistamme Nr. 14 und I verhielten sich gleich. Zum Unter. 
schied von Paratyphus-B-Bazillen zeigten diese Bakterien erst bei eine: 
Konzentration von 0,0001 °, Magnesiumsulfat sehr starkes Wachst ium 
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Abb. 14. Abb. 15. 
Paratyphus-B-Bazillus. Kolistamm Nr. 14 und Nr. I. 


und dieses auch erst nach 3 bis 4 Tagen. Uppiges und schnelles Wachst wm 
war erst bei 0,001°, Magnesiumsulfat feststellbar. Doch war anc 
in der magnesiumfreien Nahrlésung Wachstum eingetreten (Abb. 15) 


Der Kolistamm a wuchs bei der Konzentration von 0,000] ' 
Magnesiumsulfat tippig innerhalb 24 Stunden. Bei0,000 01 ©, Magnesium - 
sulfat trat in den ersten beiden Passagen nach drei- bis fiinftagiger 
Bebriitung sehr iippiges Wachstum ein, in den tibrigen Passagen war 
die Vermehrung eine geringere. Doch lieB sich auch dieser Stamm in 
der magnesiumfreien Nahrlésung in Passagen ziichten. 


Der Bacillus pyocyaneus gedieh schnell und sehr iippig bis zu 
einer Konzentration von 0,001 °, Magnesiumsulfat. Unterhalb dieser 
Konzentration bis zur magnesiumfreien Nahrlésung konnte er gut 
gedeihen, wenn auch nicht so tippig wie in den Nahrlésungen, dic 
0,001 °%, und mehr Magnesiumsulfat enthielten. Die Farbstoffbildung 
war bei den Konzentrationen von 0,1 und 0,01°% sehr gut, bei 0,00! 
und 0,0001°%, schwacher. Unterhalb dieser Magnesiumsulfatmengen 
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zen. blieb die Farbstoffbildung aus. Nachfolgendes Diagramm zeigt das 
ullen Verhalten des Bacillus pyocyaneus (Abb. 16). 
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Abb. 16. 
Bacillus pyocyaneus. 
Kalium-, Natrium- und Chlorverwendungsstoffwechsel. 
Uber den Verwendungsstoffwechsel von Kalium, Natrium und 
Chlor der untersuchten Bakterienarten kénnen wir deshalb zusammen- 
fassend berichten, weil die Ergebnisse bei allendrei Elementen die gleichen 
waren. Die Milchsiure-Ammoniaknahrlésungen, in denen wir Kalium é 
oder Natrium oder Chlor weglieBen, hatten folgende Zusammensetzung : 
Kaliumfreie Ndhrlésung. } 
Amamoniamehiosid . . . . 1 we to to OBB 
EY gn ok a we em 
PID. «ac cs tt ew ee Oe 
etree cc RO EN rT ERS 
m (1 Teil priméres + 3 Teile sekundares) 
hy Natriumlactat . . . rhs e¢ Os « 0 ar @ 
7 Aqua bidest. ad volumen . ide’ oh”. 1s Re 
Natriumfreie Ndhrlésuig. 
DE cc te ttt te et OS 
24 Kaliumphosphat . , . 02g 
t (1 Teil primaéres + 3 Teile eckundéres) 
ir Momncsberainetet 2. wc tt wo os +s OBE 
n Aqua bidest. ad volumen. . . . . . . . L0Ocem 
In dieser Nahrlésung trat wegen des hohen Magnesiumgehalts 
u eine Ausfallung ein. 
T Chlorjreie Ndhrlésung. 
t De SS aA, fie es Re 
p DEO 6 Saw he we wie, os Oe 
: eee 2 . ww eh oe te ss ws OS 


(1 Teil priméres -}- 3 Teile sekundéres) 


Ree Oe ee ew GEG 
Aqua bidest. ad volumen . 


100,0 cem 
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In diesen Nahrfliissigkeiten wurden unsere Stamme geziichtet. Sic 
zeigten in allen Nahrlésungen in Passagen innerhalb 24 Stunden sehr 
starkes Wachstum, womit sich quantitative Versuche eriibrigten. Felt 
also in der Milchsiure-Ammoniaknahrlésung Kalium oder Natrium oder 
Chlor, so kénnen sich trotzdem Paratyphus-B-Bazillen, Kolibakterien 
und der Bacillus pyocyaneus sehr iippig vermehren. Diese Elemente 
sind fiir diese Bakterienarten nicht lebensnotwendig. 


In den vorhergehenden Versuchen haben wir die geringsten Mengen 
der einzelnen Elemente festgestellt, die zum tippigen Wachstum der 
drei gepriiften Bakterienarten in einer Milchsiure-Ammoniaknahrlésung 
notwendig waren. Es ergab sich, daB von der Kohlenstoffquelle und 
von der Stickstoffquelle die gréBten Mengen erforderlich waren, weniger 
dagegen von den Phosphor-, Schwefel- und Magnesiumsalzen. Wir 
stellten nun eine Milchsiure-Ammoniaknahrlésung her, die geniigende 
Mengen von Natriumlactat und Ammoniumchlorid und die geringsten 
Mengen des Phosphor-, Schwefel- und Magnesiumsalzes, die zum 
iippigen Wachstum erforderlich sind, enthielt. Sie hatte folgende 
Zusammensetzung : 


Natriumlactat.. ....... owe ae 
pS ee eae 0,5 g 
Kaliumphosphat ............ 0,0lg 
(1 Teil priméres + 3 Teile sekundéres) 
DED 6c 6 ues 6 4 4 = st Oe 
Magnesiumsulfat. .......... . 0,0001lg 
Aqua bidest. ad volumen. ...... - 100 cem 


In dieser Nahrlésung ziichteten wir den Paratyphus-B-Bazillus 
und drei Kolistémme und fanden, daB alle Stamme in Passagen sehr 
starkes Wachstum innerhalb 24 Stunden zeigten. Trotzdem also diese 
Milchsaiure-Ammoniaknahrlésung viel weniger von Phosphor-, Schwefel- 
und Magnesiumsalzen enthielt als die, die wir empirisch als brauchbar 
gefunden haben und von der wir bei unseren Untersuchungen ausgingen, 
wuchsen die Bakterien sehr iippig in ihr. Durch die Verwertung der 
Ergebnisse des quantitativen Verwendungsstoffwechsels gelang es also. 
einen optimalen Nahrboden herzustellen. 


Uberblicken wir die Ergebnisse der Untersuchung des quantitativen 
Verwendungsstoffwechsels der Paratyphus-B-Bakterien, Kolibakterien 
und des Bacillus pyocyaneus, so ergibt sich folgendes: 


Kalium, Natrium und Chlor sind, wenn sie einzeln fehlen, in der 
Milchséure-Ammoniaknahrlésung entbehrlich. Magnesium und Schwefe! 
sind nicht lebensnot wendig, wirken jedoch wachstumsférdernd. Kohlen- 
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soff-, stickstoff- und phosphorhaltige Verbindungen sind lebens- 
notwendig. Unter den einzelnen untersuchten Bakterienarten haben 
sich wesentliche Unterschiede im Bedarf an den einzelnen Nahrsubstanzen 
nicht ergeben. Innerhalb einer und derselben Bakterienart kénnen 
sich aber geringe Unterschiede zeigen, indem einzelne anspruchsloser, 
andere anspruchsvoller sind. Natriumlactat ist fiir die untersuchten 
Bakterienarten eine brauchbarere Kohlenstoff- und Energiequelle als 
Traubenzucker und bernsteinsaures Natrium. Ammoniumsalze sind 
eine gute Stickstoffquelle. Asparaginsaures Natrium ist nicht geeigneter 
als Ammoniumchlorid. Durch Verwertung der Ergebnisse der Unter- 
suchung des quantitativen Verwendungsstoffwechsels ist es méglich, 
optimale synthetische Nahrbéden herzustellen. 

Die nachfolgende Tabelle bringt eine Ubersicht iiber die in einer 
Milchsiure-Ammoniaknahrlésung zum itippigen Wachstum innerhalb 
24 Stunden notwendigen Mengen der Nahrsubstanzen fiir Parat yphus-B- 
Bazillen, Kolibakterien und Bacillus pyocyaneus. 








Paratyph.B- Kolistamm | Kolist Kolist Bacill 
Bacillus Nr, 14 Nr. I 4 pyocyaneus 
%lo lo Jo %lo lo 
Kohlenstoff(Natriumlactat) 1,0 1,0 1,0 1,0 0,1 
Stickstoff (Ammonium- 
a 01 0,01 0,1 01 7} OJ 
Phosphor (Kaliumphos- 
ae ae a eo 0,01 0,01 0,1 0,01 0,01 
Schwefel (Natriumsulfat) 0,01 nicht 0,01 0,01 0,01 
untersucht 
Magnesium (Magnesium- | 
rs ss eee tt a 0,001 0,0001 0,0001 0,001 
RT a gag sw 0 | 0 0 0 
Sr 0 0 0 0 0 
WS a ela ee 0 0 0 0 0 











Weitere Untersuchungen 
iiber das Antitrypsin des normalen Serums. 
Von 


L. Utkin-Ljubowzow. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 
£ ] 


Staatlichen Chemo-Pharmazeutischen Forschungsinstituts, Moskau.) 


(Eingegangen am 3. Februar 1928.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In meiner vorigen Mitteilung! habe ich Versuche iiber die Thermo. 
labilitatsbedingungen des Antitrypsins des normalen Serums beschrieben. 
Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die Zerstérung des Antitrypsins 
durch Erwarmen von der Reaktion des Mediums in hohem MaBe ab- 
hangt, und zwar zeigt die Kurve der Antitrypsinzerstérung ein deutlich 
ausgepragtes Maximum bei einer bestimmten Konzentration der Wasser. 
stoffionen. Diese Wasserstoffionenkonzentration liegt dem_ isoelek. 
trischen Punkte der SerumeiweiBstoffe ziemlich nahe, doch kann man 
die Erscheinung der Antitrypsinzerstérung mit der Dispersititsver- 
minderung einer kolloidalen EiweiBlésung kaum identifizieren. In 
der Tat haben meine Versuche gezeigt, daB durch Hinzufiigen von 
Natriumsulfat die Ausflockung der SerumeiweiBstoffe nach der sauren 
Seite vom isoelektrischen Punkte verschoben wird; doch bleibt auc! 
in diesem Falle das Zerstérungsmaximum des Antitrypsins an derselben 
Stelle wie in Abwesenheit von Natriumsulfat. Diese Resultate ver 
anlaBten mich, die EiweiBnatur des Antitrypsins zu bezweifeln, obgleic! 
einige Versuche, bei welchen das Protein durch kolloidales Eises- 
hydroxyd aus der Serumlésung st ufenweise entfernt wurde, die Existenz 
eines Parallelismus zwischen dem Proteingehalt und dem antitrypti- 
schen Werte der Lésung offenbart haben. 

Fiir die Kennt ais der Natur solcher Stoffe, wie Fermente und der. 
gleichen, welche als amphotere Elektrolyte betrachtet werden kénnen 


! Diese Zeitschr. 188, 134, 1927. 
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und meistens in kolloidalem Zustande in Lésungen enthalten sind, 
hat die Erforschung ihrer Beziehung zu Adsorbenzien eine sehr groBe 
Bedeutung. Bei diesen Untersuchungen haben diejenigen Adsorbenzien 
die gréBte Bedeutung, deren Ladung von der Reaktion des Mediums 
in weiten Grenzen unabhangig ist, wie es von Michaelis! gezeigt wurde. 
Die Adsorptionserscheinungen lassen sich speziell zwecks Ausscheidung 
der oben genannten Stoffe und ihrer Trennung von den in Lésung 
anwesenden Beimengungen anwenden, und zwar durch entsprechende 
Auswahl wie der Adsorptions- und besonders der Elutionsbedingungen. 
Auf diese Art erhielt Willstdtter seine bemerkenswerten Resultate bei 
der Reinigung von Fermenten?. 

Als ich in meine Untersuchungen iiber die Natur des Antitrypsins 
die Adsorptionsmethode einfiihrte, hatte ich die eventuelle Trennung 
des Antitrypsins von Serumproteinen in Aussicht. Deshalb wird in 
dieser Arbeit den Elutionsbedingungen mehr Aufmerksamkeit als 
der Adsorptionserscheinung selbst zugewandt. Inwieweit es mir 
gelungen ist, die erwihnte Trennung auszufiihren, werden unten an- 
gefiihrte Versuche zeigen, hier méchte ich nur daran erinnern, was 
ich schon in meiner vorigen Mitteilung erértert habe, daB die anti- 
tryptischen Eigenschaften des Serums aus zweierlei Quellen stammen 
kénnen, und zwar erstens aus dem Antitrypsin als solchem, und zweitens 
aus der antitryptischen Wirkung der hochdispersen Proteinlosung, 
welche Wirkung nicht abgeleugnet werden kann. 

Die in der vorliegenden Arbeit angefiihrten Versuche wurden 
nicht mit Serum, sondern mit Blutalbuminlésungen ausgefiihrt. Zur 
Herstellung einer Albuminlésung wird eine abgewogene Menge fein 
zerriebenen Albumins mit einem bestimmten Volumen Wasser iiber- 
gossen und in einem Thermostaten bei 37° eine halbe Stunde lang 
stehengelassen. Nachher wird die tribe Lésung durch eine diinne 
Schicht von ,,Theorit** filtriert. Die Lésung wird klar, aber immer 
etwas opaleszierend. Albuminlésungen warden zu jedem Versuch 
frisch bereitet, was die Trypsinlésung anbetrifft, so wurde diese letztere 
jede Woche bereitet und mit Thymol im Eisschrank aufbewahrt; 
wihrend des Aufbewahrens wird die Aktivitét des Ferments etwas 
vermindert, was in bestimmten Grenzen die Resultate nicht beeinfluBt. 
Die Versuchsanordnung wird bei jedem Versuch separat beschrieben. 

Zuerst wurde die Adsorption des Antitrypsins durch kolloidales 
Eisenhydroxyd studiert. 

Versuch 1. In drei Reagenzgliser werden je 5ccm einer Albumin- 
losung (0,4°,ig) und je 2 cem einer n/10 Natriumacetatlésung eingetragen. 


1 Diese Zeitschr. 10, 283, 1908. 
? Chem. Ber. 55, 3601, 1922. 
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Danach werden in das Glas 1—3 ccm Wasser und in die Glaser 2 und 3 
je 3cem einer 1°%igen Lésung von kolloidalem Eisenhydroxyd, je ein 
kleines Trépfchen einer m/1 Lésung von Natriumsulfat zugegeben und «|| 
Glaser gleichzeitig in ein bis 65° erwarmtes Wasserbad gestellt. Nach 
Ablauf von 5 Minuten werden die Glaser herausgenommen und mit Wasse; 
abgekiihit. Erwarmen fiihrt zu einer Verdichtung des Niederschlags. 
weshalb er sich sehr gut abzentrifugieren l4Bt. Aus den Glasern 1 und 2 
werden je 4ccm Fliissigkeit zusammen mit dem Niederschlag entnommen 
und in kleine Erlenmeyerkolben eingetragen; das Glas 3 wird scharf zentri- 
fugiert, das Zentrifugat abgegossen und der Niederschlag in 10 cem Wasser 
aufgeschwemmt; 4cem dieser Aufschwemmung kommen in den Erlen. 
meyerkolben 3, und der Kolben 4 bekommt 4cem des Zentrifugats. Als 
Kontrolle dient Kolben 5 mit 4cem Wasser. Jetzt werden in alle Kolber 
je 2,5cem eines m/3 Phosphatpuffers mit po = 7,5 bis 7,7, je Leem einer 
Trypsinlésung (1: 1000), je 5cem einer 1°%,igen Caseinlésung und einige 
Tropfen Toluol hinzugegeben; die Kolben verbleiben gut verkorkt in einem 
Thermostaten bei 37° waéhrend ungefaéhr 20 Stunden. Die Arbeit des 
Trypsins wird wie frither durch den Rest-N-Zuwachs gemessen ; die Lésungen 
werden mit kolloidalem Eisenhydroxyd enteiweiBt, der Stickstoff wird 
in den Filtraten nach Mikrokjeldah] bestimmt. Die Resultate werden 
folgenderweise ausgedriickt: wird der Rest-N-Zuwachs im Kolben, de 
Antitrypsin enthélt, durch @ und im Kontrollkolben durch 6 bezeichnet, 
so bekommen wir den antitryptischen Wert (At.W.) der Lésung aus de: 


b—a 
Formel (At.W.) = — *100 in Prozenten ausgedriickt. Enthalt die 


Lésung kein Antitrypsin, so wird der antitryptische Wert durch 0 aus. 
gedriickt, da in diesem Falle a und 6 gleich sind. 


Versuchsdauer 20 Stunden. 





Nr. Lésung Rest-N-Zuwachs | At. W. 

mg 4 
1 Albuminlisung . . ae 0,63 82 
2 Dieselbe dureh Fe (OH); koaguliert - safe 0,86 75 
3 Aufschwemmung des re Jetie 0,89 74 
4 Zentrifugat ..... ‘thy Wid 3,41 0 
5 alps anhalt ro sha Ne es | 3,40 


Aus diesem Versuch ist zu ersehen, daB beim Fallen der Albumin- 
lésung durch hinreichende Mengen kolloidalen Eisenhydroxyds das 
Antitrypsin vollstandig in den Niederschlag mitgerissen wird. Weiter 
kann man schlieBen, da durch den Niederschlag adsorbiertes Anti- 
trypsin seine Eigenschaft, das Trypsin zu binden, fast vollkommen 
bewahrt. Doch soll dieser Versuch nicht ohne weiteres als beweisend 
angenommen werden, da die Lésungen auBer Antitrypsin auch Eisen- 
hydroxydniederschlag enthielten, welcher das Trypsin binden und 
damit die Resultate andern konnte. Um die Einwirkung des Eisen- 
hydroxyds auf die Arbeit des Trypsins zu priifen, wurden die folgenden 
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zwei Versuche angestellt, welche ganz deutlich zeigten, daB die An- 
wesenheit des genannten Niederschlags keine Anderung der Trypsin- 
tatigkeit hervorruft. 


Versuch 2. 4 ceom Wasser werden mit 1,6 cem n/10 Lésung von Natrium- 
acetat und 2,4ccm einer 1% igen Lésung von kolloidalem Eisenhydroxyd 
vermischt, dazu ein Trépfchen Natriumsulfatlésung gegeben und das Glas 
auf 65° erwirmt. Nach Abkiihlen werden 4 cem der Mischung entnommen, 
in einen Erlenmeyerkolben eingebracht, Phosphatpuffer, Trypsinlésung usw. 
hinzugefiigt und in den Thermostaten gestellt. Als Kontrolie dient ein 
Kolben, welcher anstatt der oben beschriebenen Mischung 4 ccm Wasser 
und alle anderen Komponenten enthélt. Nach Ablauf der Frist wird die 
Lésung, wie friiher beschrieben, enteiweiBt und im Filtrat Stickstoff 
bestimumt. 


Versuchsdauer 19 Stunden. 





Nr. Lésung || Rest-N«Zuwachs | At. W. 


[| 
1 Kisenhydroxydaufschwemmung. . ... . 2,40 0 
2 are a a aor Oe a a | 2,39 — 


Versuch 3. Analog dem Versuch 2 aufgestellt. 


Versuchsdauer 19 Stunden. ’ 





| Rest-N-Zuwachs At. W. 


Nr. Lésung 
| i mg 0) 0 
1 Kisenhydroxydaufschwemmung. .... . 2,25 0 
2 RO ae «5 ew Fas adhe Iecccvel hie ak 2,23 - 


Nachdem ich die Gleichgiiltigkeit des Trypsins gegen Anwesenheit 
von Eisenhydroxydniederschlag in der Reaktionsmischung somit fest- 
gestellt hatte, konnte ich die Versuche tiber die Adsorptionsverhaltnisse 
des Antitrypsins fortsetzen. Vor allem muBte der Versuch 1 wiederholt 
werden, um die Vollstandigkeit der Antitrypsinadsorption durch Eisen- 
hydroxyd zu beweisen. Die Versuche 4 und 5, wo die Zentrifugate, 
nach der Fallung der Albuminlésung durch kolloidales Eisenhydroxyd, 
auf den Antitrypsingehalt untersucht wurden, geben den Beweis dazu. 
Entsprechend der vollkommenen Abwesenheit des Antitrypsins in der 
liber dem Eisenhydroxydniederschlag stehenden Flissigkeit enthialt 
der Niederschlag fast die ganze Menge des in der urspriingl}chen Albumin- 
léisung sich befindenden Antitrypsins, was ja auch schon aus dem 
Versuch 1 zu ersehen war. 


Versuch 4. Drei Reagenzgliser mit je 4 ccm einer 0,4°% igen Albumin- 
lésung und je 1,6ccm n/10 Natriumacetatlésung. In das Glas 1 werden 
2,4 ccm Wasser und in die Glaser 2 und 3 je 2,4cem 1° ,iger Lésung von 
kolloidalem Eisenhydroxyd zugegeben und die Glaser wie im Versuch 1 








296 L. Utkin-Ljubowzow: 


5 Minuten im Wasserbad bei 65° erwirmt. Nach dem Abkiihlen werden ( 
aus den Glasern 1 und 2 je 4cem der gesamten Fliissigkeit entnommen wid 

in die Kolben 1 und 2 eingebracht. Das Glas 3 wird zentrifugiert, 4 com | 
des klaren Zentrifugats werden in den Kolben 3 eingegossen; der Nieder 
schlag wird in 8 cem Wasser aufgeschwemmt und 4 cem der Aufschwemmuny 
in den Kolben 4 eingetragen. Die Kontrolle enthalt 4 ccm Wasser. Weite 
wird dieser Versuch analog dem Versuch | angestellt. 


Versuchsdauer 15 Stunden. 





Nr. | Lésung Rest-N-Zuwachs At. W 

mg %o 
1 Albuminlésung. . foe 0,34 86 
2 Dieselbe durch Fe(OH), gefallt Set ee 0,45 81 
3 Zentrifugat . . iets 2,40 0 
4 Aufschwemmung des Niederse shlags . my Ry: 0,50 79 
5 | Kontrolle Sg ay a ok eA ee” eS, 2,40 —_ 


Versuch 5 wurde aéhnlich dem Versuch 4 angestellt, aber in der urspriing- 
lichen Albuminlésung und im Zentrifugat 3 habe ich Stickstoff nach Kjeldah| 
bestimmt. Die entsprechenden Zahlen, fiir 5cem der Lésung berechnet, 
werden in der fiinften Spalte gegeben. 


Versuchsdauer 19 Stunden. 





st«Ns N-Gehalt de 
Nr. Lésung dl At. W. oy 
mg % mg 
1 Shenlbtiens See é 0,21 91 | 0,86 
2 Aufschwemmung des Niederschlags : 0,29 87 | — 
3 SN vas dete us' “phim vs A piyebtiet net 2,14 4 0,05 
4 EE > eh a a ae ee ee 2,23 — | ~- 


Man sieht, daB entsprechend der Verminderung des Stickstoff- 
gehalts der Lésung auch der Antitrypsinwert schwindet. Diese Ver- 
suche geniigen schon, um zu zeigen, daB Antitrypsin durch Eisen- 
hydroxyd sehr gut adsorbiert werden kann. 


Jetzt kommen wir zu dem Hauptpunkt, namlich der Méglichkeit 
das Antitrypsin aus dem Adsorbat zu eluieren und eventuell vom 
EiweiB abzutrennen. Wie ich schon oben geiuBert habe, weisen einige 
Tatsachen darauf hin, daB Antitrypsin sich nicht mit den Serum- 
proteinen identifizieren 14Bt, und wenn es in der Tat so wire, dann 
miBten natiirlich solche Bedingungen existieren, bei welchen das 
Antitrypsin vom EiweiB abgetrennt werden kann. Die Untersuchungen 
von Willstdtter haben uns die Bahn der Anwendung von Adsorptions- 
erscheinungen fiir soleche Zwecke geebnet. Wenn wir Willstdtter: 
Weisungen folgen wollten, dann miiBten wir unser Adsorbat der Elution 
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durch eine solche Lésung unterwerfen, welche das Antitrypsin auflésen 
und das EiweiB intakt lassen wiirde. Folgende Versuche haben den 
Zweck, die entsprechende Lésung zu suchen. 


Versuch 6. Sechs Reagenzgliser mit je 4 ccm 0,4°%iger Albuminlésung 
und je 1,6cem n/10 Natriumacetatlésung. In das Glas 1 werden 2,4 cem 
Wasser und in die Glaser 2 bis 6 je 2,4 cem einer 1%, igen Lésung von kollo- 
idalem Eisenhydroxyd eingetragen und die Glaser wie friiher 5 Minuten im 
Wasserbad bei 65° erwirmt. Die Niederschlige in den Glasern 2 bis 6 
werden abzentrifugiert und die Fliissigkeiten vorsichtig abgehebert. Jetzt 
werden die Niederschlige im Glas 2 mit 7,5cem Wasser, im Glas 3 mit 
7,5 cem einer m/15 Dinatriumphosphatlésung, im Glas 4 mit 7,5 cem einer 
n/100 Essigséurelésung, im Glas 5 mit 7,5 cem Wasser und im Glas 6 mit 
7,5cem einer m/10 Na,SO,-Lésung iibergossen und umgeriihrt. Nach 
halbstiindigem Stehen werden die Glaser 3 bis 6 wieder zentrifugiert und 
die abgeheberten Fliissigkeiten zu dem Versuch verwendet. Im iibrigen 
wird dieser Versuch, sowie die anderen weiter beschriebenen, wie friiher 
erlautert angesetzt. In den zu dem Versuch verwendeten Lésungen wurde 
auch Stickstoff bestimmt, wozu je 3ccm nach Kjeldahl verbrannt wurden. 


Versuchsdauer 20 Stunden. 





| Rest-N- <G 
Nr. | Lésung ia At. W. | " — 

| mg %9 mg 

1 Albuminlésung ...... atic as 0,21 99 0,86 

2 Aufschwemmung des Niederschlags . 0,29 87 

3 Dinatriumphosphatelution. . . . . . 0,30 86 0,21 

4 n/10 Essigsdureelution ....... 2,08 7 : 

5 el are et 2,20 1 0,04 

6 m/10 Natriumsulfatelution . . .. . 2.01 10 0,04 

7 PG ne ea tt eh og 2,23 - ~ 


Aus den Zahien sieht man, da Dinatriumphosphatlésung am 
besten das Antitrypsin dem Niederschlag entzieht, wihrend andere 
im Versuch angewandte Lésungen nur Spuren des Antitrypsins auf- 
zulésen imstande sind. Doch ist Dinatriumphosphatlésung fiir das 
oben gestellte Ziel kaum zu verwenden, da sie auBer dem Antitrypsin 
ziemlich groBe Mengen von Protein auflést und somit die Frage der 
Trennung der uns interessierenden Substanz von Eiweibstoffen ver- 
eitelt. Aus diesem Versuch ist weiter zu ersehen, daB keine Propor- 
tionalitdt zwischen dem Proteingehalt und antitryptischen Werte einer 
Lésung existiert, da z. B. der Gehalt der Ausgangslésung des Albumins 
an Stickstoff ungefahr viermal so groB wie der des Phosphatauszuges ist , 
und doch sind die antitryptischen Werte beider Lésungen fast gleich. 
Durch weitere Versuche wird die Eigenschaft der Dinatriumphosphat- 
lésung, Antitrypsin nebst einer bestimmten Menge des Proteins dem 
Kisenhydroxydadsorbat zu entziehen, bestatigt und einige andere 
Lésungen auf ihre Elutionsfaihigkeit gepriift. 


Biochemische Zeitschrift Band 194. 20 
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Versuche 7, 8 und 9 werden in einer Tabelle zusammengestellt. 


Versuchsdauer 20 Stunden. Elutionsdauer 10 Minuten. 

















“ |.2 ea =? 22 | ~= 
Z| 5/98/29) = [23/23 ) = | 2: 
, = c 3 2° $ = e £:9 4 a 3 es 
Nr. Lésung 33 “ 8 £2 < 23 a8 | < tr 
mg *lo | mg me %o | me | ™s Fo mg 
1 | Albuminlésung ... . || 0,52 88 0,88 0,61; 82 0,78 058 80 | 0,88 
2 | Aufschwemmung des 
| _Niederschlags. . . . |0,62, 86 | — | — | —| —} — | — 
3 | Elution durch 
| m/15 NagHPO,. . . | 1,09 75 0,31 1,05 69 0,23 0,93 67 | 0,26 
4 || Elution durch 
| 0,1% NaHCO, . . . 442; 0 (0,04; — | — | — | - Pp 
5 || Kontrolle. ..... . |/4,38) - — |840; — | — 2.85 | ~- Vv 
Versuch 10. Versuchsdauer 20 Stunden. Elutionsdauer 10 Minuten. 0. 
al 
Rest-N- N-Gehalt der 
Nr. Lésung Zuwachs At. W. Lésung 
my %o mg 
1 REE ee 0,76 80 0,88 ad 
2 Aufschwemmung des Niederschlags 1,00 74 — 
3 Elution durch m/15 Nag HPO,. . 1,24 68 0,31 
4 : » 01% Nay COs 3,70 4 0,05 
5 HT " 0.2% /O Na, CO, 2.53 | 34 0,05 
Pi nn. \ Gh ke sas eo #8 3,84 | _- 
Versuch 11. Versuchsdauer 20 Stunden. Elutionsdauer 10 Minuten. 
Rest-N- N-Gehalt d 
Nr. Lésung Seowke At. W. Lésung “ 
mg %lo meg 
1 | Albuminlésung ........ age 0,56 85 0,86 
ect _ Elution durch m/15 NagHPO,. . . . 0,72 81 0,37 
3 » 02%Na,CO, ....| 247 | 88 0,06 a 
ie Ni kee ” 04%Ne,CO, ..../|| 1,74 | 88 0,08 
5 . » n/l00NaOH.. , ; 1,61 57 0,18 
6 Se spr ae Oy IS aa § 3,71 ~- -~ 
Wenn wir die hier aufgefiihrten Versuche miteinander vergleichen, 
so sehen wir, daB Sodalésung, die, wie aus den Versuchen 10 und 1! 
hervorgeht, in 0,4°%iger Konzentration schon eine _ betrichtliche 
Quantitét Antitrypsins und sehr wenig Eiwei8 aus dem Adsorbat 
aufzulésen imstande ist,- einen Vorzug gegeniiber einer Dinatrium- 
phosphatlésung besitzt. Bei diesen Versuchen spielt die Elutionsdauer, 
wie es auch von Willstdtter! bei seinen Untersuchungen tiber Fermente a 
beobachtet wurde, eine bedeutende Rolle, was durch die speziell an- di 
gestellten Versuche 12, 13 und 14 bewiesen wird. E 
Ww 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. 116, 53, 1921. 





“a | 


derl osung 


= 
re 


x 
Jt 


6 





Antitrypsin des normalen Serums. 209 


Versuch 12. Elution durch m/15 Dinatriumphosphatlésung bei 37°. 
Versuchsdauer 20 Stunden. 





Rest-N- N-Gehalt 
Nr. Lésung Zuwachs At. W. — 
mg *lo my 
1 | Albuminijeung ....... ae ie 0,41 85 0,75 
2 Elutionsdauer 5Min.. . ...... 0,60 78 0,17 
3 " OP ree 83 0,42 
+ m Bee ee ee Oe 0,43 84 0,46 
5 ‘ tga ss Se 85 0,48 
6 OO Er ee eee ee - - 


Hier sehen wir, daB im Falle einer Elution durch Dinatrium- 
phosphatlésung 1 bis 2 Stunden geniigen, um bei einer Temperatur 
von 37° die Elution zu vervollstandigen. Was die Elution durch 
0.4% ige Sodalésung anbetrifft, so geht der ProzeB in derselben Zeit 
auch beinahe bis zu Ende. 


Versuch 13. Elution durch 0,4°%ige Sodalésung bei 37°. 
Versuchsdauer 20 Stunden. 








Rest-N. | N-Gehalt d 
Nr. Lésung Zewachs | At. W. Léeung a 
mg %o mg 
_ : : i 
1 | Albuminlésung ......... .f 0,77 78 0,76 
2 | Elutionsdauer 0 SS | 2,04 42 0,07 
$ | - pore A. | 1,62 54 0,07 
4 | ‘ — RAR A, 56 0,06 
5 | ae Rees < | 144 | 59 | 0,07 
Fee oe 3,50 -- - 
Versuch 14. Elution durch 0,4 %ige Sodalésung bei 37°. 
Versuchsdauer 20 Stunden. 
Rest-N- N-Gebalt di 

Nr. Lésung Zuwechs AtW. | Lésung asf 

. mg %Fo | my 
=F ; ' 
1 I Pe ee a | 0,34 90 0,76 
2 | Elutionsdauer 5Min.. ....... | 141 |, 57 0,05 
3 ~ { ee ee as 0,86 | 74 0,05 
4 | = Se eee Te 0,06 
5 ‘ SS 5 0,69 79 0,06 
6 ag <u a aa regs -¢ | _ — 


Sehr interessant ist die durch obige Versuche festgestellte Tat- 
sache, daB, wahrend die Phosphatlésung immer mehr und mehr Eiweib 
dem Adsorbat entzieht, der Stickstoffgehalt des Auszuges bei der 
Elution durch Sodalésung schon nach 5 Minuten einen Wert erreicht, 
welcher sich nicht mehr weiter vergréBert. 


20* 











300 L. Utkin-Ljubowzow: 


Wenn wir die erhaltenen Resultate zusammenstellen, so bemerk.) 
wir, daB das Auflésen des im Adsorbat enthaltenen Antitrypsins nic} 
durch bloBe Einwirkung der Alkalinitat der Lésung bedingt werden 
kann, sondern als eine Zusammenwirkung der Alkalinitaét mit den 
in der Lésung befindlichen Ionen betrachtet werden muB. Dies 
geht aus dem Versuch 11 hervor, wo eine n/100 Lésung von Natrium- 
hydroxyd auf ihre Elutionsfahigkeit gepriift wurde und nur einen 
sehr kleinen Unterschied gegen eine 0,4°%,ige Sodalésung aufgewiesen 
hat. Folgender Versuch 15, in welchem die Elution durch eine 
m/10 Lésung von Natriumsulfat, die 0,4°, Soda enthielt, mit der 
Elution durch Dinatriumphosphat- und Sodalésungen verglichen wurde. 
hat die Mitwirkung eines mehrwertigen Ions bestatigt. 


Versuch 15. Elutionsdauer 30 Minuten. Versuchsdauer 19 Stunden. 





Rest-N- . er 
Nr. Lésung Zuwachs At. W. m ay 
mg °lo mg 

1 Albuminlésung .... . yon 0,58 83 0,68 
2 Elution durch m 15 Nay HPO, Pat 0,77 78 
3 ~ » 04%Na,CO,..../| 186 | 46 ~ 
4 » > m/10 Na, SO, + 0,4 % 

hake Sm Othe aos!) 'e 1,27 63 0,18 
5 en eee ee 3,47 -- _ 


Die Einwirkung des zweiwertigen Sulfations auf die Elution durc!: 
Sodalésung tritt sehr deutlich hervor, wenn wir die antitryptischen 
Werte der Lésungen 3 und 4 miteinander vergleichen. Es ist bemerkens- 
wert, daB in diesem Falle der Gehalt der Lésung an Stickstoff bedeutend 
héher als bei der Elution durch Soda allein ist; dieses weist darauf 
hin, daB unter Mitwirkung des Hydroxylions mit einem mehrwertigen 
Anion mehr EiweiS dem Adsorbat entzogen wird, was bei der An- 
wendung der Dinatriumphosphatlésung am deutlichsten zum Vorschein 
kommt, da hier das Hydroxylion mit dem dreiwertigen Phosphation 
zusammenwirkt. Durch dieses Doppelspiel beider Ionen wird dic 
merkwiirdige Tatsache erklairt, da8 eine m/15 Dinatriumphosphat- 
lésung mit nicht besonders hoher Alkalinitaéat (pg = 8,3) mehr Eiweil 
dem Adsorbat entzieht, als eine 0,4°,ige Sodalésung (elektrometrisch 
annahernd bestimmt wurde pa= 9,6 gefunden) und sogar eine 
n/100 Natriumhydroxydlésung, welche viel hhere O H-Konzentrationen 
haben, 


Auch in Versuch 16, wo die Adsorption des Antitrypsins ohne 
Erwarmen ausgefiihrt wurde, tritt die Elutionsfahigkeit des Phosphat- 
ions sehr deutlich hervor. Hier wurde durch eine Phosphatlésung. 
deren pa = 5,66 war, die also etwas saure Reaktion hatte, mehr Anti- 
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trypsin und weniger EiweiB als durch Sodalésung dem Adsorbat ent- 
zogen. Zum Vergleich wurde in diesem Versuch auch die Elution 
durch eine m/15 Dinatriumphosphatlésung vorgenommen. Die Re- 
sultate zeigen, daB 5 Minuten langes Erwirmen auf 65° eine Eiweib- 
koagulation im Adsorbat hervorruft, da aus dem unerwarmten Ad- 
sorbat mehr Eiweif als aus dem erwairmten durch Dinatriumphosphat- 
ljésung gewonnen werden kann. Auf die Adsorption des Antitrypsins 
durch Eisenhydroxyd hat Erwirmen keinen Einflu®, da die tiber 
dem Niederschlag stehende Fliissigkeit auch in diesem Versuch keine 
antitryptischen Eigenschaften aufweist. 


Versuch 16. Albuminlésung wird wie friiher durch kolloidale Eisen- 
hydroxydlésung, aber ohne Erwirmen gefallt. Weiter wird der Versuch 
ganz aéhnlich den vorangehenden angesetzt. 


Versuchsdauer 19 Stunden. Elutionsdauer 30 Minuten bei 37° 





‘ Rest»Ns N-Gehalt der 

Nr. Lésung Zuwachs At. W. Lésung 
me 9 mg 

1 Albuminlésung . . eed 0,42 87 0,70 

2 Elution durch m 15 Na, HP O. Wen gs 0,42 87 | 0,60 

3 = » 04% Ne,CO,....] 096 | @ 0,12 

4 » »  m/15Phosphatpq_=5,7 0,86 73 0,09 

5 IR sa a! a) dvic gel ae wacehing 3,12 0 0,04 

6 Es “a aie 2. oa och ace es a - 


Wird aber die Aziditat der zur Elution verwendeten Phosphat- 
lésung zu hoch genommen, so sinkt der Antitrypsingehalt des Auszuges 
sehr stark. Das kann man aus dem Versuch 17 ersehen, wo eine m/15 
Lésung des primairen Kaliumphosphats, deren py etwa 4,5 ist, an- 
gewandt wurde. 


Versuch 17. Elutionsdauer 45 Minuten. Versuchsdauer 19 Stunden. 





; Rest-N- N-Gehalt der 

Nr. Lésung Zuwachs | At. W. Lésung 
m | %o mg 

1 Albuminlésung . . etalk a 0,42 88 0,77 

2 Elution durch m 15 Na, HP Oy -.) O88 88 0,63 

3 a » 04% Na,CO, .... 1,24 66 0,15 

4 - es Phosphat —“—s * 1,00 72 0,10 

5 :. - Mee meewem... . 3,43 5 0,03 

6 a tt ie oe 3,62 - 


Wie die Reaktion des Mediums tiberhaupt auf die Elution des 
Antitrypsins durch Phosphatlésungen einwirkt, zeigt der Versuch 18, 
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in welchem die Elution durch Phosphatgemische mit verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen durchgefiihrt wurde. 


Versuch 18. Elutionsdauer 30 Minuten. Versuchsdauer 19 Stunden. 





Rest-N- Atw. | as der 


Nr. Lésung Zuwachs ung 
HI mg %. | mg 
1 Phosphatgemisch m/15 py = 7,13. . 0,54 86 0,44 
2 . m/15 py 6.98 .. 0,63 88 | 0,43 
3 a m/15 py 645. . 0,72 81 | 0,31 
4 - m/15 pg ase. . 1,03 72 | 0,14 
5 a m15 py 5.64. . 1,41 62 0,07 
6 ato x rele eee nee |e 8,75 _ 


Der Versuch zeigt ganz augenscheinlich, daB die Elution des 
Antitrypsins sowie das Auflésen von EiweiB mit der VergréBerung 
der Wasserstoffionenkonzentration der Lésung abnimmt. Es wird 
aber keine Proportionalitaét zwischen der Abnahme des Antitrypsin- 
wertes und einer solchen der EiweiBquantitat beobachtet. 

Durch diesen letzten Versuch wird die Untersuchung iiber dic 
Elution des Antitrypsins aus dem Ejisenhydroxydadsorbat mittels 
verschiedener Lésungen abgeschlossen. Da es mir gelang, die Anti- 
trypsinlésungen mit einem sehr geringen Gehalt an Stickstoff und 
ziemlich hohem antitryptischen Wert darzustellen, habe ich einige 
Versuche angesetzt, um die Abhangigkeit der Antitrypsinzerstérung 
durch Erwirmen von der Reaktion des Mediums in solchen Losungen 
zu studieren. Wie ich in meiner vorigen Arbeit (1. c.) festgestellt hatte. 
weist das Antitrypsin in der Albuminlésung ein Zerstérungsmaximum 
durch Erwarmen bei etwa pg 4,1 bis 4,4 auf. Wird die Wasserstoff.- 
ionenkonzentration weiter erhéht, so nimmt die Zerstérung des Anti- 
trypsins wieder ab. 

Versuch 19. 16 ccm einer 0,8°%,igen Albuminlésung und 6,5 cem n/1)) 
Natriumacetatlésung werden mit 19,2ccm einer 1%igen Lésung von 
kolloidalem Eisenhydroxyd vermischt und eine Spur von Natriumsulfat 
zugegeben. Der Kolben wird in ein Wasserbad von 65° fiir 10 Minuten 
eingestellt, dann wird der Niederschlag auf einem Biichnerschen Trichter 
abgesaugt. (Ich habe in diesem Versuch das Zentrifugieren durch die 
Filtration @rsetzt, da ich keine Zentrifuge fiir gréBere Fliissigkeitsvolumina 
zur Verfiigung hatte.) Das Absaugen geht ziemlich schnell vor sich. Der 
Niederschlag zusammen mit dem Filter wird in denselben Kolben, wo die 
Fallung ausgefiihrt wurde, geworfen, mit 32ccm einer 0,4°%igen Soda- 
lésung tibergossen und mit einem Glasstab zerquetscht. Die Elution dauert 
1 Stunde lang bei 37°. Jetzt wird der Niederschlag wieder abgesaugt 
und die Lésung nach vorsichtigem Neutralisieren durch n/1 HCl (Methy!- 
orange) zum Versuch genommen. Der Versuch wird wie friiher be- 
schrieben angestellt. 
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Versuchsdauer 20 Stunden. N-Gehalt der Lésung 0,05 mg in 5 ccm. 





1 2 3 4 5 6 7 } 8 
Erwarmen bei . pg 6,47 5,58 5,19 4,75) 4,21 | 3,48 Unerwarmt Kontrolle 
Rest-N-Zuwachs,mg 1,35 1,40 1,59 2,36 2,66 |2.61 1,36 2.67 
aAuW. .... %/49 (48 140 [11 |0 (2 49 : 


Versuch 20. Ahnlich dem Versuch 19 eingesetzt. 
Versuchsdauer 20 Stunden. N-Gehalt der Lésung 0,05 mg in 5 cem. 





VT si se) ou eee 8 


Erwarmen bei . pq 6,33) 5.51 5,03 4,67 4,15 3,01 Unerwarmt | Kontrolle 





Rest-N-Zuwachs,mg 1,58| 1,70 2,14 2,59 2,96 2,95 1,54 2,98 
ALW. .... % 47 (48 (85 (18 1 1 48 — 
Versuch 21. Versuchsdauer 20 Stunden. N-Gehalt der Lésung 0,05 mg 
in 5cem. 

1 a {| s|6 ? 8 
Erwirmen bei . py 5,07) 4,69 4,26 3,86 3,58 3,29 Unerwirmt Kontrolle 
Rest-N-Zuwachs,mg | 2,32) 2,95 3,25 3,39 | 3,31 3,30 1,48 3,40 
auW. .... % 8 j|18 (4 0 3 3 56 — 


Wenn wir diese drei Versuche den in meiner vorigen Mitteilung 
ausgefiihrten gegeniiberstellen, so bemerken wir, da8 in den [Loésungen, 
welche durch Elution dargestellt wurden, die Kurve der Zerstérung 
keine Tendenz zum Abfall mit Erhéhung der H*-Konzentration offen- 
bart?. Um den Abschnitt der Kurve, wo das Absinken beobachtet 
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Abb. 1. Versuche 19, 20 und 21. é 


4 Aut den Abbildungen sind auf der Ordinate die antitryptischen Werte 
aufgetragen; somit werden dem Maximum der Antitrypsinzerstérung die 
Minima der Kurven entsprechen. 
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werden mite, ausfiihrlicher zu verfolgen, habe ich speziell den. Ver- 
such 22 angestellt. 


Versuch 22 wurde mit Lactatmischungen angesetzt. 


Versuchsdauer 18 Stunden. N-Gehalt der Lésung 0,04 mg in 5 cem 





1 2 3 4 5 6 7 
Erwirmen bei . Pq | 4,02 3,51 3,02 2,89 2,71! Unerwarmt Kontrolle 
Rest-N-Zuwachs, mg | 1,68 1,80 1,81 1,75 1,79 | 0,62 1,78 
1 


aes 4 ae a a ee ris 
Die Abwesenheit eines Abfalls der Kurve wird auch durch diesen 
Versuch bestatigt. Wenn wir aber die durch Dinatriumphosphat- 
elution dargestellte Antitrypsinlésung zu demselben Versuch verwenden, 
so bekommen wir ein ganz anderes Bild. Die Zerstérung des Anti- 
trypsins wird unter denselben Bedingungen nicht bis zu Ende ge. 
bracht, es erreicht also der antitryptische 


























ed Wert in keinem Falle den Nullwert. Was 
AtW. \ aber die Ausbildung eines Maximums mit 
601 nachfolgendem Sinken der Zerstérungs- 
Y kurve anbetrifft, so geht dieses aus den 
\ angefiihrten zwei Versuchen nicht besonders 

= deutlich hervor. 
Wie kann diese restierende antitryp- 
SEES ot tische Wirkung der Lésungen, welche in 
den Versuchen 23 und 24 beobachtet wurde. 
| erklart werden ? Zwei Méglichkeiten kommen 
. 5 ¢ pf 3 dafiir in Betracht: erstens kann das 


Abb. 2. Versuche 23 und 24 anwesende Protein eine Art von Schutz- 

wirkung bei der Antitrypsinzerstérung 

ausiiben, zweitens aber kann die restierende Antitrypsinwirkung 

als EiweiBwirkung selbst betrachtet werden im Sinne einer Hem- 

mung der Proteolyse durch negativ geladenes Protein, wie es Hertz- 
mann und Bradley* bei ihren Autolysestudien beobachtet haben. 


Versuch 23. Elution durch m/15 Na,HPO,. Versuchsdauer 20 Stunden. 
N-Gehalt der Lésung 0,37 mg in 5 cem. 





1 2 3 4 5 6 7 8 
Erwirmen bei . Pq 5,36 4,96, 4,60 4,20 3,65 3,33 Unerwirmt Kontrolle 
Rest-N-Zuwachs,mg | 0,54 0,72 1,65 1,97 2,00 1,89 0,39 2,50 
Ws kes «+ 71 34 21 20 24 84 - 


1 Journ. of Biol. Chem. 61, 275, 1924. 
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Versuch 24. Elution durch m/15 Na,HPO,. Versuchsdauer 19 Stunden. 
N-Gehalt der Lésung 0,34 mg in 5 cem. 





1 2 3 4; § 6 7 8 
Erwarmen bei . Pq 5, = 4,92 456 4,08 38,64 3,15 Unerw wiarmt | Kontrolle 
Rest-N-Zuwachs,mg 1,56) 1,64 2,57 2,85 287 2,75 0,79 3.65 
Misw.d 3-4 te. oe 55 30 22 21 25 78 


Am wahrscheinlichsten ist es, daB beide oben erwihnten Ursachen 
in Betracht kommen: die erste bedingt die Maximumbildung auf der 
Zerstérungskurve, und durch die zweite kann die restierende anti- 
tryptische Wirkung erklart werden. So kommen wir von neuem zu 
der Annahme von zweierlei Quellen der antitryptischen Eigenschaften 
des Serums, was ich schon mehrmals ausgesprochen habe. 

Die vorliegende Arbeit ist nicht berufen, die Lésung dieses Problems 
herbeizufiihren; wir haben vorlaufig nur mehrere Eigenschaften des 
Antitrypsins kennengelernt. Durch systematische Aufteilung der 
Frage in einzelne Fragestellungen glauben wir unserem Ziele naher- 
zukommen. Der vorliegende Arbeitsabschnitt gestattet uns, folgende 
vorlaufigen Schliisse zu ziehen: 

Das Antitrypsin des normalen Blutserums kann nicht mit den 
wohlbekannten Serumproteinen identifiziert werden; es gelingt, durch 
Adsorption mit Eisenhydroxyd und nachfolgender Elution Lésungen 
darzustellen, die nur sehr geringe Mengen von Stickstoff enthalten 
und doch ziemlich hohe antitryptische Werte aufweisen. Es ist vor- 
laufig nicht zu entscheiden, ob das Antitrypsin eine eiweiBartige Sub- 
stanz ist oder nicht — der geringe Gehalt der Lésungen an Stickstoff 
kann durch eventuelle Verunreinigungen mit Protein erklirt werden. 
Wenn ich in der Einleitung die EiweiBnatur des Antitrypsins bezweifelte, 
so war es weniger Zweifel an der stofflichen EiweiBnatur des Anti- 
trypsins, wie an der Annahme eines bestimmten Zustandes der Serum- 
proteine als Antitrypsin. 

Die Resultate dieser Arbeit haben keine Anhaltspunkte zur Auf- 
nahme der physikalisch-chemischen Theorie oder Theorie des ,,Zu- 
standes‘* gegeben. Was aber die EiweiBnatur des Antitrypsins im 
allgemeinen anbetrifft, so wartet diese Frage ihrer Lésung, und 
zwar auf dem gleichen Wege, welcher fiir die Erforschung der Ferment- 
natur angewandt wurde, also durch Isolierung, wenn méglich, der 
aktiven Substanz und Studium ihrer Eigenschaften an gereinigten 
Priparaten. In vorliegender Arbeit ist dieser Weg bereits betreten. 











Uber die Isolierung verschiedener natiirlicher Phosphorsiure. 
verbindungen und die Frage ihrer Einheitlichkeit'. 


Von 
K. Lohmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Abteilung Meyerho/. 
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Bei der Untersuchung des Stoffwechsels des Muskels und der 
Hefezellen stoBen wir auf verschiedene wasserlésliche Phosphorsaure- 
verbindungen, erstens auf die schon langer bekannten Zuckerphosphor- 
sdiureester und dann zweitens, vorlaufig nur im Muskel bekannt, auf 
die neu beschriebenen Aminophosphorsaéuren, fiir die sich empfiehlt, 
den von P. und G. P. Eggleton stammenden Ausdruck ,,Phosphagene* 
als Gruppennamen einzufiihren?. Von den Zuckerestern sind vier be. 
kannt, die man als natiirliche bezeichnen kann: die Hexosediphosphor- 
siure, die Harden und Young im HefepreBsaft entdeckten*®, die Robi- 
sonsche Hexosemonophosphorséure, ebendaselbst gefunden‘, die von 


1 Die Arbeit ist mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der deutschen 
Wissenschaft ausgefiihrt. 

2 P. und G. P. Eggleton benutzten diesen Namen zuerst fiir die im 
Wirbeltiermuskel gefundene phosphatabspaltende Substanz, Journ. o! 
Physiol. 68, 155, 1927. 

3 A. Harden und W. J. Young, Proc. Chem. Soc. London 21, 189, 1905. 

* R. Robison, Biochem. Journ. 16, 809, 1922. 
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Neuberg zuerst durch partielle Saurehydrolyse der Hexosediphosphor- 
siure gefundene Monophosphorsiure!, neuerdings auch durch en- 
zymatische Spaltung aus Hexosediphosphorsiure erhalten®, und 
schlieBlich das von Embden im Muskel entdeckte ,,Lactacidogen“ 
(Embdenscher Ester), dessen Reindarstellung als Hexosemonophosphor- 
siure kiirzlich von Hmbden und Zimmermann beschrieben wurde. 
Von Phosphagenen sind bisher zwei bekannt geworden, das des Wirbel- 
tiermuskels, das Fiske und Subbarow als Kreatinphosphorsdure erkannt 
haben*, und das von O. Meyerhof und K. Lohmann beschriebene im 
Crustaceenmuskel, das Argininphosphorsaure ist ®. 


Bei der Darstellung der einzelnen Verbindungen ergab sich schon 
den friiheren Untersuchern die Schwierigkeit, die genannten Ester 
dort, wo sie zusammen vorkommen, voneinander zu trennen, da ihre 
Léslichkeitsverhaltnisse sehr ahnliche sind. Gelingt aber diese Trennung 
auch schlieBlich fiir die verschieden zusammengesetzten Verbindungen, 
so nicht mehr fiir die isomeren Ester, wie etwa die Neubergsche und die 
Robisonsche Saéure. Aus diesem Grunde kann auch nicht mehr durch 
einfache Fallungsoperationen entschieden werden, ob diese in sich 
einheitlich sind oder jede selbst ein Gemisch aus Isomeren darstellen. 
Diese letztere Annahme, die schon von Robison selbst fiir seinen Ester 
ausgesprochen wurde, ist von O. Meyerhof und K. Lohmann durch eine 
Reihe von Beweisen gestiitzt worden, sowohl fiir den Robison- wie den 
Neuberg-Ester, und zwar sollte es sich bei beiden Verbindungen um 
ein isomeres Gemisch aus einer Aldose- und einer Ketose-Monophosphor- 
siure handeln, die bei dem Robisonschen und dem Neubergschen Ester 
in verschiedenem Verhaltnis vorliegen. Es erschien erwiinscht, nach 
weiteren Methoden zu suchen, um diese Frage zu entscheiden, da die 
Aufklaérung dieser Verhaltnisse fiir die Phosphatveresterung im Muskel 
und der Hefe von groBer Bedeutung ist. Nach den von uns vertretenen 
Anschauungen® entsteht die Hexosediphosphorsiure auf dem Wege 
iiber eine Hexosemonophosphorsaure, die sich unter teilweisem Zerfall 
in Kohlensiure und Alkohol bzw. in Milchséure in den Di-Ester um- 
lagert, welcher als Stabilisierungsprodukt aufzufassen ist. LaBt sich 
die erwahnte Annahme fiir die beiden Monophosphorsaéuren der Hefe 
stiitzen, so fragt sich weiter, ob dies auch fiir den Embdenschen Ester 
zutrifft, und schlieBlich, ob auch die Hexosediphosphorsaure selbst 


1 C. Neuberg, diese Zeitschr. 88, 432, 1918. 

2 C. Neuberg und J. Leibowitz, ebendaselbst 187, 481, 1927. 

3G. Embden und M. Zimmermann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 
114, 1927. 

4 OC. H. Fiske und Y. Subbarow, Science 65, 401, 1927. 

5 O. Meyerhof und K. Lohmann, Naturw. 16, 47, 1928. 

® Dieselben, diese Zeitschr. 185, 113, 1927. 
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als ein Gemisch von Isomeren aufzufassen ist. Die gleiche Frage erhebt 
sich auch gegeniiber den Phosphagenen. 

Als eine Methode, die Einheitlichkeit der genannten Verbindunge) 

‘ zu untersuchen, ergibt sich die Bestimmung der Geschwindigkeits. 
konstanten der Saurehydrolyse. Wird eine einheitliche Verbindung 
bei konstanter Temperatur unter der Wirkung des H*-Ions hydro. 
lysiert, so gilt im allgemeinen die Gleichung der monomolekularen 
Reaktion k = log" = Haben wir ein Gemisch vor uns, dessen 
Komponenten verschieden leicht hydrolysiert werden, so ist k nicht 
konstant, sondern sinkt; ist die Hydrolysengeschwindigkeit fiir beide 
Bestandteile sehr verschieden, so hat die Zerfallskurve einen deutlichen 
Knick, wenn die eine Komponente aufgespalten ist. LaBt sich bei 
fortgeschrittenem Zerfall eine praparative Abscheidung vornehmen, 
so miissen jetzt die Eigenschaften des noch ungespaltenen Restes 
von dem Ausgangsprodukt verschieden und in Richtung der schwerer 
zerfallenden Substanz verandert sein. 

Mit dieser Methode habe ich die Einheitlichkeit der genannten 
Verbindungen untersucht, nachdem ich sie auf verschiedenem Wege 
voneinander getrennt und gereinigt habe. Soweit es sich hierbei um 
neue oder von mir modifizierte Darstellungsweisen handelt, sind sie 
in der vorliegenden Arbeit beschrieben. Von den Phosphagenen ist 
nur die Darstellung der Kreatinphosphorséure behandelt, iiber die der 
Argininphosphorsaure wird in einer spéteren Arbeit berichtet werden!. 


I. Die Methode der Phosphatbestimmung. 


Das Phosphagenphosphat wird aus der Differenz des ,,wahren* 
anorganischen Phosphats, das als Ammoniummagnesiumphosphat ab- 
geschieden wird, und- des nach Fiske und Subbarow* in der Versuchs- 
anordnung von Lohmann und Jendrassik® bestimmbaren Phosphats, 
das die Summe des anorganischen und des Phosphagenphosphats an- 
gibt, berechnet*. Das Gesamtphosphat wird nach Veraschung mit 
H,SO, und HNO, in derselben Weise bestimmt. 


1. Bestimmung des ,,wahren** anorganischén Phosphats. 
Zur Ausfallung werden etwa 5 ccm der 0,1 bis 0,6 mg P,O, enthaltenden 
Lésung mit etwa 1 ccm einer 5- bis 10% igen NH,-Lésung ammoniakalisch 
gemacht und mit 2ccm des Mg-Citratreagens von Mathison® versetzt. 


1 O. Meyerhof und K. Lohmann, erscheint in dieser Zeitschrift. 

2 C. H. Fiske und Y. Subbarow, Journ. of biol. Chem. 66, 375, 1925. 

3 K. Lohmann und L. Jendrassik, diese Zeitschr. 178, 419, 1926. 

* Prinzip bereits beschrieben bei O. Meyerhof und J. Suranyi, eben- 
daselbst 191, 106, 1927. 

5 G.C. Mathison, Biochem. Journ. 4, 233, 1909. 
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Die Fallung erfolgt am besten in einem fiir die Zentrifuge passenden 
moglichst engen Reagenzglas aus Jenaer Glas mit einem lichten Durch- 
messer von etwa 10 mm. Das NH,MgP0,, das in ammoniakalischer Lésung 
praktisch volikommen unléslich ist, scheidet sich erst nach langerem Stehen 
(liber Nacht) in feinen Kristallen an der Wandung des GefaéBes aus. Da 
die vollsténdige Ausscheidung des NH,MgPO, von der Diffusions- 
geschwindigkeit und dem Diffusionsweg zu den Kristallisationskeimen 
abhangt, ist es gut, den letzteren auch bei engeren Glisern (unbedingt 
notwendig bei weiteren Glasern) durch Einstellen eines diinnen Glasstabes 
zu verkleinern, daneben auch noch durch langsames mechanisches Schiitteln, 
am besten in einem geeigneten Reagenzglassténder, die Abscheidung zu 
beschleunigen. 

Nach etwa zwanzigstiindigem Stehen wird das Reagenzglas 15 Minuten 
bei 3000 Touren pro Minute zentrifugiert, die Fliissigkeit vorsichtig mit 
einem lang ausgezogenen und unten haikchenférmig umgebogenen Glasrohr 
an der Wasserstrahlpumpe abgesaugt, das Glaschen mit etwa 8 ccm 1 %igem 
NH, gefiillt, wieder 5 bis 10 Minuten zentrifugiert und nochmals die Fliissig- 
keit abgesaugt. Die abgeschiedenen Kristalle lést man nun in 5 ccm des 
Molybdatreagens I, spiilt mit Wasser in ein 25-cem-Kélbchen, iiber und 
kolorimetriert. Die Ausfallung ist in dem gepriiften Bereich iam 0,1 bis 
0,6 mg P,O, eine volistandige (Fehlerbreite bei Phosphatlésungen bis 1°). 
Eine Aufspaltung des Phosphagens findet in der ammoniakalischen Lésung 
auch bei tagelangem Stehen nicht statt. 


2. Bestimmung des Phosphagenphosphats. 


Die Bestimmung der Summe des anorganischen Phosphats und des 
Phosphagenphosphats erfolgt in einem zweiten Teile der Lésung einfach 
mit der Modifikation nach Fiske und Subbarow. Man verlingert bei gréBeren 
Phosphagenmengen die Erwaérmungszeit von 5 Minuten auf 7 bis 8 Minuten. 

Die Differenz aus den beiden Bestimmungen nach 1. und 2. ergibt 
das Phosphagenphosphat. Die Bestimmung nach 2. ergibt dieselben Werte 
wie die gravimetrische Bestimmung nach Embden', bei der die volisténdige 
Spaltung des Phosphagens nach halbstiindigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur beehdet ist. 

Diese schnelle Aufspaltung des Phosphagens ist durch die katalytisch 
beschleunigende Wirkung des Molybdats bedingt, da das Phosphagen in 
Abwesenheit von Molybdat bei derselben Séurekonzentration etwa 15mal 
langsamer gespalten wird (vgl. unten 8. 324). 


3. Bestimmung des Gesamtphosphats. 


Die zur Bestimmung geeignete Menge des Trichloressigséurefiltrats 
oder des Phosphagenpréparats wird in einem 25-ccem-Kjeldahlkélbchen mit 
leem einer etwa 2n H,SO, und 0,1 bis 0,2 ccm einer 2n HNO, bei kleiner 
Flamme auf dem Asbestnetz eingeengt, bis die ersten H,SO,-Dampfe 
auftreten. Die Zersetzung ist dann bei dem geringen Gehalt der Lésung an 
organischer Substanz vollisténdig, ohne daB8 zunachst irgend eine Bréunung 
auftritt. Ein Verlust von P,O,;, wie er bei langerer Erhitzung mit kon- 


1 G. Embden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 118, 138, 1921; A.C. Wechsel- 
mann, ebendaselbst 113, 146, 1921. 
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zentrierter H,SO, beobachtet wird (z. B. bei der Veraschung von Gewelbe), 
findet nicht statt. Nach dem Abkiihlen wird mit etwa 3ccm Wasser 
versetzt und die Fliissigkeit zur Hydrolyse des durch Entwasserung der 
H,PO, gebildeten Metaphosphats auf der Flamme bis auf etwa 1 ccm 
eingeengt. Daran schlieBt sich die kolorimetrische Phosphatbestimmung. 


Uber eine Schnellbestimmung von Embdenschem oder Robison. 
schem Ester neben Hexosediphosphorsaiure vg). 8. 325. 


Il. Die Darstellung des Phosphagens' und Lactacidogens (,,Embdensecher 
Ester“) aus Frosch- oder Kaninchenmuskeln. 


Die Isolierung des Phosphagens erfolgt durch Extraktion der 
zerkleinerten Muskulatur mit Trichloressigsiure in der Kalte, Ausfillen 
der in Wasser unléslichen Bariumsalze (hauptsachlich des anorganischen 
Phosphats, daneben verschiedener organischer P- und N-Verbindungen) 
durch Neutralisation mit Barytwasser, und Abscheiden der in 
Wasser léslichen Ba-Salze des Phosphagens und des Hmbdenschen 
Esters durch Fallen mit Alkohol. Die Trennung dieser beiden Ver- 
bindungen beruht auf der gréBeren Léslichkeit des neutralen wie des 
basischen Beriumphosphagens in Wasser bzw. verdiinntem Alkohol 
und Abscheidung des Embdenschen Esters aus den angereicherten 
Phosphagenpraparaten mit Kupferhydroxyd und Erdalkali als schwer 
lésliches Komplexsalz. 


Von den verschiedenen Méglichkeiten zur Anreicherung des Phos- 
phagens war die schnellste und wenigst verlustreiche die wiederholte 
fraktionierte Fallung mit Alkohol. Daneben fiihrt ebenfalls zum Zie! 
die Abscheidung der basiscken Salze und ihre Extraktion nach dem 
Trocknen mit wenig Wasser bzw. verdiinntem, etwa 10%igem Alkohol 
oder die Extraktion der gegen Phenolphthalein neutralen Lésung mit 
25%igem Alkohol. Der fraktionierten Fallung wurde wegen der 
Schnelligkeit der Vorzug gegeben. Dieses Verfahren fiihrte zur Cie- 
winnung von Phosphagen in etwas gréBeren Mengen: aus | kg 
Kaninchenmuskulatur etwa 0,8 g Bariumsalz mit einem Reinheitsgrad 
von 90 bis 95%, woraus durch Fallung mit Erdalkalikupfer etwa 
0,3 g 98- bis 99 %igen Bariumphosphagens erhalten wurde. Diese Pra- 
parate geben ein schén kristallisierendes Brucinsalz, das sich jedoch 
wenig zur Reinigung eignet, da auch bei nur etwa 90°, reinen Pri- 
paraten wiederholtes Umkristallisieren und Wiederabscheidung des 
Bariumsalzes kaum eine Anreicherung bewirkt?. 


1 Siehe auch Eggleton, Chem. Industry 46, 485, 1927. 

2 Auf eine weitere Untersuchung der Kreatinphosphorséure in dieser 
Richtung wurde verzichtet, da Fiske und Subbarow laut einer brieflichen 
Mitteilung an Herrn Prof. Meyerhof selbst damit beschéftigt sind. 
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Das Phosphagen wird in der wasserléslichen Bariumfraktion von 
der von Embden und Zimmermann! rein dargestellten Hexosemono- 
phosphorséure begleitet. Diese ist in der ersten Alkoholfallung des 
mit Baryt neutralisierten Trichloressigsiureextrakts etwa in der 
gleichen Menge wie das Phosphagen vorhanden. Man erhalt daher 
neben dem Phosphagen gleichzeitig den Embdenschen Ester, dessen 
Reinigung und besonders seine ausschlieBliche Gewinnung sich wegen 
der leichten Abtrennung des Phosphagens und anderer stickstoff- 
haltiger Verbindungen ungleich einfacher als die Reindarstellung des 
Phosphagens gestaltet. Die Extraktion der Muskulatur mit Trichlor- 
essigsdure und Ausfallung der wasserléslichen Bariumfraktion mit 
Alkohol scheint in einem kiirzeren Arbeitsgang bessere Ausbeuten als 
die von Embden und Zimmermann angewandte EnteiweiBung mit 
Sublimatsalzséure, Fallung mit Cu-Kalk und Bleiacetat zu geben. 
(Auch bei der Darstellung des Harden-Youngschen und des Robison- 
Esters aus garendem Hefemazerationssaft ziehen wir die Enteiweibung 
mit Trichloressigsiure der von Robison benutzten Fallung mit Barium- 
acetat und Barytwasser vor.) 

Bei der Zerkleinerung der Muskulatur und der Extraktion mit 
Trichloressigsiure gehen vor allem wegen der fermentativen Zer- 
setzung des Phosphagens (weniger wegen seiner Spaltung in Trichlor- 
essigsdure) und wegen der unvollstandigen Extraktion, da nur ein 
beschranktes Volumen Trichloressigsiure verwandt werden kann, 
schlieBlich auch wegen der unvollstandigen Ausfaillung mit Alkohol 
gegen 50 bis 60 °/, des in der Muskulatur urspriinglich vorhandenen Phos- 
phagens verloren. Von den verbleibenden 40 bis 50°, kann angenihert 
die Halfte in ein Praparat, das 97 bis 99°, sdéureinstabiles Phosphat 
enthalt, tiberfiihrt werden, so daB die praktisch verwendbare Aus- 
heute, wenn von der Aufarbeitung der Riickstaénde abgesehen wird, 
nur 15 bis 25 °% der im Muskel vorhandenen Phosphagenmenge betragt. 

Im einzelnen gestaltet sich die Aufarbeitung folgendermaBen: Die 
vorgekiihlte Muskulatur von Fréschen oder Kaninchen wird méglichst 
bald nach dem Tode der Tiere in einer gekiihlten Fleischmaschine zer- 
kleinert und sofort mit demselben Volumen stark gekiihlter (zum Teil 
gefrorener) 10°,iger Trichloressigséure extrahiert, mechanisch abgepreBt 
und die Extraktion noch ein- bis zweimal mit wenig 4%iger Trichloressig- 
siure wiederholt. Der eiskalte, von denaturiertem Eiwei8 getriibte Extrakt 
wird kurz zentrifugiert und die immer noch getriibte Lésung mit Baryt- 
lauge auf etwa px 8,5 gebracht. Nach Abzentrifugieren und Waschen 
des Niederschlags wird die gelblich gefarbte Lésung 60%, alkoholisch 
gemacht, der ausfallende Niederschlag am besten nach kurzem Stehen 
zentrifugiert, oder iiber Nacht absitzen gelassen. 


1 G. Embden und M. Zimmermann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 
114, 1927. 
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Dieser Niederschlag, der Phosphagen-P und Lactacidogen-P etwa iy 
gleichen Mengen enthélt, wird in wenig Wasser gelést, vom Ungeldsten 
abzentrifugiert, mit Tierkohle gereinigt, zur Entfernung von etwa vor. 
handenem Ca (aus dem Muskel) mit Oxalséiure gefallt, wieder mit Baryt. 
wasser schwach alkalisch gemacht, mit Alkohol gefallt und dann der 
Niederschlag in etwa l- bis 2% iger Lésung unter starkem mechanischey 
Riihren sehr vorsichtig mit 60 °,igem Alkohol auf eine Alkoholkonzentration 
von 35 oder bei verdiinnteren Lésungen von 40% gebracht und die Lésung 
nach dem Abtrennen des Niederschlags (in dem der Hexoseester angereichert 
ist) mit konzentriertem Alkohol génzlich gefallt. Diese fraktionierte Trennung 
wird noch ein- bis zweimal wiederholt, bis in den Spitzenfraktionen de: 
Lactacidogen- bzw. Phosphagengehalt 80 bis 90°, betragt. Die vereinigten 
Mittelfraktionen werden in derselben Weise behandelt. 

Zur Reinabscheidung des Embdenschen Esters aus den schwer léslichen 
Fraktionen wird das beigemengte Phosphagen in mit Salzséure angeséuerter 
Lésung bei 37° (1 Tag) zersetzt, die Lésung mit Barytwasser gegen Phenol. 
phthalein neutralisiert, vom abgeschiedenen Bariumphosphat abgetrennt 
und mit Alkohol gefaéllt. Der Niederschlag wird in wenig Wasser gelist, 
gegebenenfalls das Ungeliéste abgeschleudert und die begleitenden N-Ver. 
bindungen nach Robison durch tropfenweisen Zusatz von kalt geséttigte: 
Hg-Acetatlésung ausgefallt, bis eine klar zentrifugierte Probe auf weiteren 
Zusatz keine Fallung mehr gibt. Die Lésung wird durch H,S entqueck- 
silbert, durchliiftet, wieder mit Barytwasser neutralisiert, die Alkolol. 
fallung auf N-Freiheit gepriift (sonst muB die Hg-Acetatfallung wiederhol: 
werden) und dann in etwa 1%iger Lésung mit basischem Bleiacetat als 
hexosemonophosphorsaures Blei gefallt. Nach Zersetzen des Niederschlags 
mit H,SO, wird wieder das Ba-Salz hergestellt, dessen etwa 1°%ige Lésung 
langsam mit verdiinntem Alkohol zur Ausfallung etwa vorhandenen basischen 
Salzes auf eine Alkoholkonzentration von 20% gebracht wird; die ganz 
iiberwiegende Menge fallt mit 96%igem Alkohol vollsténdig aus. 

Die Ausbeute an Ba-Hexosemonophosphat aus Ikg Kaninchen. 
muskulatur betrigt etwa 1 g. 

Ba-Analyse (berechnet auf wasserfreie Substanz): 

7,86 mg Substanz gaben 4,67 mg BaSO,; 
fiir C,H,,0O,.PO,Ba. Ber.: 34,69% Ba 
Gef.: 34,72% Ba 
P-Analyse nach Veraschung (kolorimetrisch nach Fiske und Subbarow. 
Ber.: 18,24% P,O, 
Gef.: 18,13% P,O,. 

Die Drehungs- und Reduktionswerte vgl. 8. 320. 

Das Praparat gibt das von Embden und Zimmermann’ beschriebene 
neutrale Brucinsalz und ein Osazon. 

Die Reindarstellung des Phosphagens gelingt durch fraktionierte 
Alkoholfaéllung nur gelegentlich in kleinen Mengen, in gréBeren wird eine 
Anreicherung des labilen Phosphats nur bis 90 bis 95°% des Gesamtphosphats 
erreicht. Zur Entfernung der Beimengungen, die in der Hauptsache Embden- 
scher Ester und einige N-haltige, in verdiinntem Alkohol leichter lésliche 
Verbindungen sind, wird die etwa 1°%ige Lésung eines Préparats mit 
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80 bis 90% Phosphagen-P mit Kupferacetat (durch Umsatz von Kupfer- 
sulfat mit Bariumacetat) und mit Barytwasser bis zur starken Rétung 
yon Phenolphthaleinpapier versetzt. Nach Schiitteln iiber Nacht wird der 
Niederschlag abzentrifugiert, die Lésung mit Essigséure neutralisiert, die 
ganz schwach blau gefirbte Fliissigkeit mit einigen Tropfen Schwefel- 
wasserstoffwasser vom Kupfer befreit und die wisserige Lésung zwei- bis 
dreimal mit Alkohol umgefallt. Diese Ausfallung mit Cu-Erdalkali wird 
gegebenenfalls wiederholt. 

Das Praparat gibt ein in prismatischen Nadeln kristallisierendes Brucin- 
salz, das auf ein P zwei Molekiile Brucin enthalt. Die Kristallisation erfolgt 
wie beim Embdenschen Ester, wenn man das freie Phosphagen mit Brucin 
in alkoholischer Lésung bis zur Bléuung von rotem Lackmuspapier versetzt 
und vorsichtig so viel Aceton hinzugibt, bis die auftretende Triibung be- 
stehen bleibt. Man 148t im Eisschrank stehen und versetzt weiterhin mit 
Aceton, bis keine Triibung mehr auftritt. 

Das Brucinsalz lést sich leicht in Wasser; aus dieser Lésung wird es 
durch Zusatz von Aceton umkristallisiert. Der Schmelzpunkt ist auch 
nach mehrfachem Umkristallisieren sehr unscharf. Nach Versetzen der 
wasserigen Lésung des Brucinsalzes mit Bariumacetat in geringem Uber- 
schu8 kann das Bariumsalz der Kreatinphosphorsaéure in 60°,igem Alkohol 
wieder ausgefallt werden. 


Analyse des Ba-Phosphagens. | 


Ein Préparat mit 99°, leicht abspaltbarem P gab folgende Analysen- 
zahlen: 

Wasserbestimmung: 27,35 mg im Exsikkator iiber CaCl, getrocknetes 
Ba-Phosphagen verloren nach achtstiindigem Trocknen im Trockenapparat 
nach Meyer iiber P,O,; im Vakuum bei 80° 3,58 mg, nach weiterem acht- 
stiindigen Trocknen bei 112° 0,11 mg. 

Gesamtverlust: Ber. fiir C,H,0,N,P Ba .3H,O = 13,4°, 
* Gef. 3,69 mg = 13,5°% \ 

Ba-Bestimmung (berechnet fiir wasserfreie Substanz): 4,28 mg Substanz 
gaben 2,86 mg Ba S O, (Ba-Bestimmung mit dem Emichschen Filterstaébchen). 

Ber. fiir C,H,O,;N,PBa 39,5°% 
Gef. 39,3°%, 


N-Bestimmung (bestimmt fiir wasserfreie Substanz): 


I. 8,72mg Substanz entsprachen 1,92 cem n/25 HCl 
II. 10,72 ,, 9» °° 2,34 ,, n/25HCI 
Ber. 12,05% N 
Gef. I. 12.3% N; Il. 12,2% N 
(N-Bestimmung nach Kjeldahl mit P,O,-haltiger H,SO, unter Zusatz 


von CuSO, und K,SO,. Nach der Zerstérung der organischen Substanz 
wird noch 2 Stunden weiter erhitzt.) 


P-Bestimmung (kolorimetrisch; berechnet fiir wasserfreie Substanz). 


Berechnet. .... . - 20,35% 
Direkt bestimmt; gef. eee eee ll; 
Nach Veraschung bestimmt; gef. . ... . . 20,05% 


Biochemische Zeitschrift Band 194. 21 
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Kreatinbestimmung (kolorimetrisch nach Folin!). 

Verwendet ein Phosphagenpraéparat mit 92% direkt abspaltbarem P. 

Kreatingehalt der Lésung berechnet aus dem Phosphagen-P-Geha|t 
0,106 mg; berechnet aus dem N-Gehalt 0,109mg. Gefunden 0,105 mg. 

Fiir die Uberfiihrung des Kreatins in Kreatinin wurde die Lésuny 
in ln HCl 2 Stunden im Wasserbad erhitzt. 

Das Kreatin wurde auBerdem in Substanz isoliert und durch den 
Schmelzpunkt und den N-Gehalt identifiziert. 


Die Phosphorsaureester aus Hefeextrakt wurden wie friiher an- 
gegeben gereinigt. Die Hexosediphosphorsiure wurde zunachst nach 
Neuberg und Sabetay*? und anschlieBend itiber das Bleisalz gereinigt. 
Hierdurch wird das technisch hergestellte unreine Candiolin von der 
leicht léslichen Hexosemonophosphorséure befreit, und die Stick. 
stoffprobe nach Lassaigne fallt negativ aus. Der Newbergsche und 
Robisonsche Ester wurden wie in der friiheren Arbeit beschrieben 
hergestellt, ebenso die Saccharose- und Gl]ucosemonophosphorsaure 
nach Neuberg’. 


Ill. Die Kinetik der Phosphorsiureabspaltung aus Zuckerestern. 


Die schon von Robison* ausgesprochene Vermutung, daB in der 
aus girendem Hefemazerationssaft neben der Hexosediphosphorsiure 
erhaltenen Monophosphorsaure ein Gemisch verschiedener Zucker vor. 
liegen kénnte, war von O. Meyerhof und K.Lohmann® dahin pri- 
zisiert worden, da8 der Robison-Ester zur Hauptsache aus einer Aldosen- 
komponente neben einer Ketose, der Neuwbergsche Ester dagegen aus 
etwa vier Teilen einer Ketose- und einem Teil einer Aldosenkomponente 
bestiinde. Dieses Verhiltnis hatte sich aus der GréBe des Reduktions. 
wertes nach Willsdtter und Schudel sowie aus den Oxydationsgeschwin- 
digkeiten in konzentrierter Phosphatlésung ergeben. 


Der Verlauf der Phosphorséiureabspaltung durch Séure in der 
Hitze bestatigt diese Folgerungen auf eine zusammengesetzte Natur 
beider Ester. Fiir diese Versuche wurden auBer den genannten Ver- 
bindungen noch der Embdensche Ester sowie die Hexosediphosphor- 
siure und einige synthetische Ester untersucht. Samtliche Verbin- 
dungen wurden in etwa m/100 bis m/200 Konzentration in n Salz- 
siurelésung im siedenden Wasserbad zum Teil bis zu 33 Stunden 
erhitzt und das zu verschiedenen Zeiten abgespaltene anorganische 
Phosphat kolorimetrisch bestimmt. Der Gesamtphosphatgehalt wurde 


1 Folin, Am. Journ. Physiol. 18, 45, 1905. 

2 C. Neuberg und S. Sabetay, diese Zeitschr. 161, 240, 1925. 

3 Vgl. O. Meyerhof und K. Lohmann, ebendaselbst 185, 113, 1927. 
4 R. Robison, Biochem. Journ. 16, 809, 1922. 

5 O. Meyerhof und K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 113, 1927. 
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durch Veraschung ermittelt. Das Ergebnis der Versuche ist in den 
Abb. 1 und 2 dargestellt sowie in den Tabellen I bis VI wiedergegeben. 
Die Geschwindigkeitskonstanten sind stets fiir die Zeiten zwischen 
zwei Probenentnahmen berechnet nach der monomolekularen Formel: 


1 a—2z 
‘= — log ———*, in der t, und ¢, die Zeiten in Minuten, a die 


zur Zeit t = 0 vorhandene und 2, und 2, die zur Zeit ¢, und ¢, um- 
gesetzten Substanzmengen bedeuten. 


In Abb. 1 bedeutet Kurve 1 den fiir die anfangliche Hydrolysen- 
geschwindigkeit des Neuwbergschen Esters berechneten Verlauf der 
Spaltung (k = 3,2.10~%), waihrend die Kurve 3 (x—xX) die tat- 
sichliche Aufspaltung des Neubergschen Esters angibt. Diese fallt 
bis etwa 75°, Aufspaltung mit der theoretischen Kurve zusammen, 
weicht aber dann mit einem Knick ab, indem die weitere Aufspaltung 
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Abb. 1. 
Kurven der Aufspaltung verschiedener Monoester. 
Die auBeren, schwach ausgezogenen Kurven 1 und 2 entsprechen dem thecretischen Verlauf fiir 
t= 323.10-3 und 0,15.10-3; die stark ausgezogene Kurve 3 X———-X entspricht der Auf- 
spaltung des Neuberg schen Esters; Anf indigkeit k = 3,23. 10-3, Endgeschwindigkeit 





t= 015.10-3, Kurve4 @——®@ ebenso fiir den Embdenschen Ester. Kurve 5O—-—O ge 
strichelt, fiir den Robison schen Ester. SchlieBlich Kurve 6 gestrichelt, A— — —A, der Restester 
des Robisonschen Esters, liegt auf der theoretischen Kurve k = 0,15 . 10-3. 
Abzisse: Zeit in Stunden. Ordinate: °/, abgespaltene Phosphorsaure. 


viel langsamer verlauft. Andererseits bedeutet Kurve 2 den theoretischen 
Verlauf fiir den konstanten k-Wert der Endgeschwindigkeit der Spaltung 
des Neubergschen Esters (k = 0,15.107-%). Die Spaltungskurven 
des Robisonschen und Embdenschen Esters verlaufen ganz zu Anfang 
ahnlich steil wie die des Neubergschen Esters, weichen aber schon 
vor einer halben Stunde nach unten ab und sind bei etwa 25°, der 
theoretischen Kurve 2 annahernd parallel. Da® tatsichlich dieser 
eigentiimliche Verlauf der Hydrolysengeschwindigkeit auf der Heraus- 
spaltung eines rasch hydrolysierbaren Esteranteils beruht, geht aus 


der Kurve des Restesters hervor, dessen Eigenschaften weiter unten 


21* 
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betrachtet sind. Dieser wird erhalten, indem nach vorangegangener 
15 Tage langer Hydrolyse in n Schwefelsiure bei 70° (s. weiter unten, 
S. 320) der ungespaltene Anteil iiber das Bariumsalz dargestellt wn¢ 
durch Fallung mit Alkohol gereinigt wurde. Die Hydrolysengeschwiy. 
digkeit dieses Restesters ist von vornherein nahezu konstant und lieg: 
auf der theoretischen Kurve fiir die Endgeschwindigkeiten. Weiterhiy 
sieht man, daB die Kurven fiir den Robisonschen und Embdenschey 
Ester nahezu zusammenfallen, wie auch ihre sonstigen Eigenschafte 
fast identisch sind. 


Tabelle I. 


Spaltungsgeschwindigkeit verschiedener Hexosemonophosphorséuren jy 
n HCl. 


Embdenscher Ester. 





mg P.O, Aufgespalten k. 10-3 


Zeit gefunden Ff, 


Nach Veraschung 13,70 — s 


I/y Std. 1,815 13,2 2.02 
ing Se 2,36 17,2 0,66 
wa AP 3,09 22,5 0,48 
sorrtn ke kad 3,61 26,3 | 0,87 
» @ae7) 88 308 | 0,25 
J om 4 4,94 36,1 0,19 
> Sent an 43,9 0,18 
ee. 8,28 60,4 0,13 

Tabelle 11. 


Neubergscher Ester. 








Zeit | mg F305 =—" k. 10-3 
Nach Veraschung | 5,97 | — -- 

Vy Std. 1,20 20,1 | 398 
2 w 2,20 36,9 3,23 
“ mS 3,73 62,5 | 3,76 
2 Dias 4,48 75,0 | 2,93 
i ee 5,07 849 | 1,81 
- 8 , 5,21 87,4 0,44 
" 138 , 5,40 90,4 0,39 

33 sC« 5,55 93,0 0,14 
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‘abelle III. 


Robisonscher Ester A und Embdenscher Ester B fiir gleiche Konzentration 
und Zeiten. 





Aufgespalten 


, j P,O - 
Zeit | p Ry ee k. 10-3 
A. 
Nach Veraschung 1,552 — -- 
F 2 Std. 0,349 22.5 0,92 
¥ a 0,472 30,4 0,37 
" -_ 0,585 37,7 0,38 
ws , 3 0,695 44.8 0,29 
B. 
Nach Veraschung 1,522 - — 
-s 2 Std. 0,345 22,6 0,92 
= 0,487 28,7 0,29 
= dee 0,513 33,7 0,26 
= o*. 0,574 37,7 0,15 
Tabelle IV. 


Aufspaltung des Restesters aus Robisonschem Ester. 
Gesamt-P/cem 0,431 mg P, O,. 





Gefunden pro | 


_ | Kubikzentimeter  _ Gespaliten k. 10-3 
Min. | mg P20; %o ) 
30 0,015 3.5 0.50 
60 0,024 | 5,6 | 0.42 
120 0,029 | 6,8 | 0.25 


Aus den Kurven und deh Tabellen sieht man ohne weiteres die 
groBen Unterschiede zwischen dem Neuberg-Ester einerseits, dem 
Embden- und Robisonschen Ester andererseits. Letztere sind z. B. nach 
3 bis 4 Stunden nur zu knapp 30%, gespalten, der Neubergsche Ester 
aber schon zu 75%. Dagegen ergeben die Endgeschwindigkeiten in 
allen Fallen ein k von etwa 0,14.107%. Bereits diese Zahlen machen 
es wahrscheinlich, daB in dem Robisonschen und Embdenschen Ester 
eine geringe Menge desjenigen Esters enthalten ist, der die Hauptmenge 
des Neubergschen ausmacht, und daB umgekehrt der schwer hydro- 


’ lysierbare Anteil des Neubergschen Esters der Hauptmenge der beiden 


anderen Ester ahnlich ist. 


DaB diese Deutung fiir den Verlauf der Siurehydrolyse der Hexose- 
monophosphorsauren richtig ist, ergibt sich aus der Untersuchung der 
nicht aufgespaltenen Anteile. Es war zu erwarten, falls die Annahme 
zutreffend war, daB sich der Robisonsche Ester und der Embdensche 
vorwiegend aus einer Glucosekomponente mit hoher spezifischer Drehung 
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und niedrigem Willstdtter-Wert (W.-Zahl: Verhaltnis des aus dem 
P-Gehalt berechneten Hexosegehalts zu nach der Hypojodittitratioy 
gefundenem Aldosewert), der Newbergsche Ester vorwiegend aus einer 
Ketosekomponente mit niedriger spezifischer Drehung und _ hoher 
W.-Zahl zusammensetzte, daB die spezifische Drehung bei der Saure. 
hydrolyse steigen und die W.-Zahl sinken wiirde. 


Diese Annahme wurde durch den Versuch bestitigt. Dabei erga} 
sich aber in den bisherigen Versuchen, daB sich die W.-Zahl nicht bis 
auf 1,0, den theoretischen Wert fiir eine Aldose, erniedrigt, sondern 
bei 1,24 ihre untere Grenze erreicht. 

Nach Sobotka' ist der Reduktionswert der Aldosegruppe mit Hypojodit 
im Gegensatz zu den mit in Weinséure geléstem Kupferhydroxyd ar- 
beitenden Reduktionsmethoden von der Substitution der iibrigen Hydroxy). 
gruppen vollig unabhéngig (da mit Hypojodit ausschlieBlich die Aldose. 
gruppe zur Carboxylgruppe oxydiert wird), wobei von Sobotka verschiedene 
Mono- bis Pentamethylg!ukosen untersucht wurden. Das mit dem Rest- 
ester erhaltene Ergebnis l48t daher zwei Schliisse zu: Einmal, da® auch in 
diesem Restester kein Ester mit ausschlieBlicher Aldehydkomponente 
vorliegt, oder daB8 der Aldehydsauerstoff in zwei verschiedenen Ringen 
verathert ist, von denen der eine von dem Hypojoditreagens nicht auf- 
gespalten wird. 


Aus der Betrachtung tiber den Newbergschen Ester folgt ohne 
weiteres, daB auch die Hexosediphosphorsaure, aus der ja der Monoester 
durch kurze Séurehydrolyse hergestellt wird, als ein Gemisch an- 
zusehen ist, das aber ganz iiberwiegend aus einer Ketosekomponente und 
zu einem nur geringen Teil, etwa 5%, aus einer sehr schwer hydro. 
lysierbaren Verbindung besteht (s. unten), die durch die bei der Dar- 
stellung der Hexosediphosphorséuren iiblichen Fallungsmethoden nicht 
abgetrennt worden war. Die zusammengesetzte Natur dieser biologischen 
Hexosephosphorsaureester erfahrt eine besondere Beleuchtung dadurch, 
daB nach neueren Untersuchungen von Newberg und Leibowitz? die 
enzymatische Abspaltung einer Phosphorsiuregruppe durch  ver- 
schiedene Phosphatasen willkiirlich zu einer Hexosemonophosphorsaure 
mit iiberwiegendem Ketosecharakter oder tiberwiegendem Aldose- 
charakter gefiihrt werden kann. So entsteht mit der Phosphatase aus 
Aspergillus niger (Takadiastase) eine Hexosemonophosphorsaure 
(Neubergscher Ester) mit der [a]p) = + 4,5°, mit frischer Oberhefe. 
deren Garwirkung durch Zusatz von Chloroform und Toluol aufgehoben 
war, Praparate mit den [a]p-Werten + 5,1 bis + 10,6°, mit der Phospha- 
tase aus Pferdeniere eine Hexosemonophosphorsaure (Robison-Embden- 
scher Ester) mit der [a], = + 23,1°. Daher ist auch nicht zu erwarten. 


1 Sobotka, Journ. of biol. Chem. 69, 267, 1926. 
2 C. Neuberg und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 191, 450, 456, 460, 1927. 
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daB aus verschiedenem biologischen Material ein Ester derselben Zu- 
sammensetzung erhalten wird. So zeigt ein schon friiher' gepriiftes 
Praparat des Robisonschen Esters, das von Herrn Dr. Robison selbst 
erhalten war, die Willstatterzah] 1,70 und eine gegeniiber dem von 
mir dargestellten Ester geringere Rechtsdrehung des Ba-Salzes. 


Eine Trennung dieses Gemisches von Aldosen- und Ketosen- 
komponente im Embdenschen und Robisonschen Ester gelingt teilweise 
auch durch physikalische Methoden, da die Aldosenkomponente mit 
Alkohol leichter ausfillbar ist als die Ketosekomponente. Der Léslich- 
keitsunterschied ist jedoch so gering, daB er fiir eine rationelle Trennung 
nicht in Betracht kommt und auf diese Versuche weniger Wert zu legen 
ist. Es geniigte zu sehen, daB auch hier die Anderungen qualitativ 
in der zu erwartenden Richtung lagen. 


Die Bestimmung der Willstatterzah] erfolgte in der friiher be- 
schriebenen Weise’. Stets wurde das Bariumsalz der Hexosemono- 
phosphorséure mit der genau berechneten Menge Schwefelsiure um- 
gesetzt. 


Fiir die Untersuchung der Hexosephosphorsiureester wurden ab- 
sichtlich nur die durch Fallungen abgetrennten, in ihrer empirischen 
Zusammensetzung aber einheitlichen Verbindungen benutzt. Die 
Befunde von Robinson? iiber die innere Umlagerung der Zucker in 
den Hexosephorphorsiureestern nach Abspaltung der Phosphorsaure- 
gruppe brauchen hier natiirlich nicht beriicksichtigt zu werden, da 
nur das Verhalten des nicht aufgespaltenen Anteils der Ester bestimmt 
werden sollte. Da durch den chemischen Eingriff der Saurehydrolyse, 
der ungespaltene Esteranteil nicht verandert wird, legt unter anderem 
die Untersuchung der ,,Restester‘‘ nahe, die in Zusammensetzung und 
Lislichkeitsverhaltnissen véllig den Hexosemonophosphorsaureestern 
entsprechen, vor allem, daB deren Anderung der Drehungs- und Re- 
duktionskraft zwanglos erklarbar ist. 


Versuch 1. Partielle Sdurehydrolyse des Robison schen Esters* und Isolierung 
des Restesters. 


0,8 g Ba-Salz wurden mit 60cem nH,SO, versetzt und bei 70° 
15 Tage hydrolysiert. Nach dieser Zeit waren in der Lésung 42% des 
Phosphats direkt kolorimetrisch bestimmbar. Die Schwefelséure wurde 
mit Ba-CO, entfernt und das Ba-Salz des Restesters in tiblicher Weise 
durch wiederholtes Umfallen mit Alkohol isoliert. Ausbeute 210 mg Ba-Salz, 


1 O. Meyerhof und K. Lohmann, 1. c. 

2 R. Robinson, Nature 120, 44, 1927. 

® Herrn Professor Neuberg danke ich fiir die liebenswiirdige Uber- 
lassung von 1g Ba-Salz. t 
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die durch vorsichtige fraktionierte Fallung mit 60%igem Alkohol in zwei 
Fraktionen zerlegt wurden, von denen die erste etwa 120 mg, die zweite 
40 mg wog. 


Spezifische Drehung des Ausgangsesters und der beiden Restester- 
fraktionen 


1. Robisonscher Ester (Ausgangsprodukt; nach nochmaligem zwei. 
maligen Fallen mit Alkohol; freie Séure): 
c = 0,259°; 1 = 200 mm; ¢ = 18°; a + 0,208°; 
[a}§ = + 28,5°. 


2. 1. Restesterfraktion: 


¢ = 0,357%; 1 = 200 mm; t = 18°; a = + 0,253°: 
{af§ = + 35,7°. 


3. 2. Restesterfraktion: 
ec = 0,292%; 1 = 200 mm; ¢t = 18°; a + 0,200°; 
[a}'§ = + 34,3°. 


Reduktionswert nach Willstdtter-Schudel 


1. des Robisonschen Esters: 
Gehalt der Lésung an Hexose berechnet . . 8,99 mg 
Aldose gefunden. ........ - 6,17 ,, 
W.-Zahl (Verhaltnis Hexose : Aldose) = 1,46. 
2. 1. Restfraktion: 
Ber.: 12,39 mg Hexose. 
Gef.: 9,81 ,, Aldose. 
W.-Zahl = 1,26. 


3. 2. Restfraktion: 
Ber.: 10,08 mg Hexose. 


Gef.: 8,50 ,, Aldose. 
W.-Zahi = 1,27. 


Versuch 2. Partielle Sdurehydrolyse des Embdenschen Esters und Isolierung 
des Restesters. 


Der Embdensche Ester wurde in n H,SO, bei 55 bis 70° erwarmt, 
bis 30,3°%, des vorhandenen Phosphats abgespalten waren. 
Spezifische Drehung des Embdenschen Esters vor dem Erhitzen: 
c = 0,340%; 1 = 200 mm; ¢ = 19°; a = + 0,183°; 
[a)}'§ = + 26,9°. 


Spezifische Drehung des Restesters: 
ce = 0,375°; 1 = 200 mm; ¢ = 18°; a = + 0,236°; 
[a}'§ = + $1,5°. 
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Reduktionswerte nach Wéllstdtter-Schudel 


des Embdenschen Esters: 
Ber.: 8,99 mg Hexose. 
Gef.: 6,07 ,, Aldose. 


W.-Zah! = 1,48*. 
des Restesters: 
Ber.: 5,14 mg Hexose. 
Gef.: 4,15 ,, Aldose. 
W.-Zahl = 1,24. 


(Die Konstanten der Aufspaltungsgeschwindigkeit vgl. Tabelle 1V auf 8. 317.) 


Versuch 3. Fraktionierte Fdllung des Robisonschen Esters mit Alkohol. 


120 mg des Ba-Salzes (verwendet wurde das oben erwahnte Priéparat) 
wurden in 1%iger Lésung mit 60°%igem Alkohol gefallt, bis die Alkohol- 
konzentration 30°, betrug, die Faéllung abzentrifugiert und die Lésung mit 
konzentriertem Alkohol volistaéndig gefallt. Die erste Fraktion wog 82 mg, 


die zweite 33 mg Ba-Salz. 
[a]'§ des Esters vor der Fraktionierung = + 28,5°. 
{a)'§ der ersten Fraktion = + 29,0° (c = 0,269°,; 1 = 200mm; 
t= 18°; a= + 0,156). 
[a}'§ der zweiten Fraktion = + 26,9° (c = 0,338°,; / = 200mm; 
t = 18°; a = + 0,182°). | 
Reduktionswerte nach Willstdtter-Schudel. 
Robisonscher Ester: 
W.-Zah] = 1,46. 


1. Fraktion. Ber.: 7,47 mg Hexose. 
Gef.: 5,22 ,. Aldose. 
W.-Zahl = 1,48. 


2. Fraktion. Ber.: 9,64 mg Hexose. 
Gef.: 6,20 ,, Aldose. 


W.-Zah! = 1,51. 


Versuch 4. Partielle Aufspaltung des Neubergschen Esters und der Hexose- 
diphosphorsdure. 

Um die Natur des schwer hydrolysierbaren Anteils des Neubergschen 
Esters kennenzulernen, wurde Hexosediphosphorséure, aus der der 
Neubergsche Ester durch kurze Saurehydrolyse (1 bis 11, Stunden bei 
85° in n HCl) hergestellt wird, in n H,SO, etwa 10 Tage bei 55 bis 70° 
stehengelassen. Nach dieser Zeit waren 88%, des Gesamtphosphats 


* In drei verschiedenen Praéparaten aus Kaninchen- und Frosch- 
muskulatur schwankte die spezifische Drehung zwischen + 26,9 und 
28,5°; die W.-Zahl wurde ohne Abhangigkeit von den Drehungswerten 
zwischen 1,45 bis 1,50 gefunden. Embden und Zimmermann (a. a. O.) 
geben fiir ein stark getrocknetes Praéparat, das gebréunt war und stark 
nach Karamel roch, eine [a}¥? von + 29,51° und eine W.-Zahl von 1,14 an. 
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abgespalten. Die tibliche Aufarbeitung gab eine Fraktion eines Hexos. 
monophosphorsaureesters, dessen spezifische Drehung und W.-Zah! 
denen des Robisonschen und Embdenschen Esters sehr nahe kommt 


Spezifische Drehung: 
ec = 0,455°,; 1 = 200 mm; ¢t = 19°; a = + 0,210°; 
[a}i§ = + 23,1°. 
Reduktionswert nach Willstdtter-Schudel: 
Ber.: 2,85 mg Hexose. 
Gef.: 1,19 ,, Aldose. 
W.-Zah! = 2,39. 
Reduktionswert nach Bertrand: 
Ber.: 6,21 mg Hexose. 
Gef.: 4,05 ,, Glucose. 
Reduktionswert = 1,54. 


In derselben Weise wie bei den Hexosemonophosphorsauren wurde 
die Aufspaltungsgeschwindigkeit der Hexosediphosphorsiure und 
zweier von Neuberg und Pollak, Sabetay und Rosenfeld und Hatano' 
hergestellter synthetischer Zuckerphosphorsaéureester bestimmt. Die 
Tabelle VI und Abb. 2 fiir Hexosediphosphorsiure zeigen zunichist 
die sehr schnelle Abspaltung der ersten an dem der Carbonylgrupy 
benachbarten C-Atom gebundenen Phosphorséure, nach deren Ab. 
spaltung der Newbergsche Monoester zuriickbleibt. Die zwischen 60 bis 
95°, P-Abspaltung bestimmten Konstanten entsprechen den fiir den 
Neubergschen Ester direkt gefundenen. Die letzte Zah] nahert sic/ 

‘ 











Abb. 2. 
Kurven der Aufspaltung 
1. der Hexosediphosph »O-——O. 2. des Neubergschen Esters @ @. 3. des New 
schen Esters im halben MaBstabe, xX---xX. Der Nullpunkt fiir 3 liegt im Schnittpunkt de: 
He di kurve mit der Abszisse fiir 50°/) Aufspaltung. Dieser Teil der Kurve (in 


halben MaBstab) entspricht der zweiten Halfte der Aulepeitung der Hexosediphosphorsaure 


1 Vgl. diese Zeitschr. 162, 469, 1925. 
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dann stark der fiir den Restester ermittelten Konstante. Die Ande- 
rung des k-Wertes fiir die Aufspaltungsgeschwindigkeit der Saccha- 
rosemonophosphorséure (Tabelle VI) (und ebenso der hieraus 
nach Vorschrift durch partielle Séurehydrolyse erhaltenen Glucose- 
monophosphorséure) bestatigt den friiheren Befund von O. Meyerhof 
und K. Lohmann (Il. c.), daB in diesen Estern die Phosphorsaure in 
verschiedenen Bindungsarten vorliegen muB. 

Aus der W.-Zah] von 2,0 fiir die ,,Glucose““monophosphorsaure 
war auf ein Gemisch von gleichen Teilen Glucose und Fructose ge- 
schlossen. Diese Annahme wird durch den Verlauf der H,PO,-Ab- 
spaltung gestiitzt. 

Tabelle V. 


Aufspaltung von Hexosediphosphorséure. 





Gefunden pro 





Zeit Kubikzentimeter Geapalten k 10-3 
mg P, O; %p 
Nach Veraschung 0,359 _ - 
- 5 Min. 0,080 22,3 21,9 
~ i. .« 0,132 36,8 17,9 
° s 0,161 44,9 11,8 
- 25 , 0,193 53,8 7,6 
» 40 , 0,220 61,3 5,6 
n oe » 0,239 66,7 3,0 
e 90 , 0,272 75,8 46 
« "tes 0,290 80,9 3,4 
- ae . 0318 , 87,3 2.9 ! 
Se i 0,335 935 ' 24 
— a ss 0,343 95,5 0,87 
Tabelle VI. 
Saccharosemonophosphorséure. 
‘= 4 Auftgespalten ‘ 
Zeit we tins Kn" k.10-3 
Nach Veraschung 11,84 — 

= MN, Std. 5,81 49,0 9,72 
‘ = 6,78 57,2 2,51 
: = 8,00 67,5 1,98 
” Ss 8,72 73,7 1,52 
” 5 , 9,85 83,2 1,62 
- es 10,55 89,1 1,04 
‘ oo’ 11,54 97,6 2,19 


IV. Die Spaltungsgeschwindigkeit der Kreatinphosphorsiaure. 


Die Bestimmung der Konstante der Spaltungsgeschwindigkeit der 
Kreatinphosphorséure in saurer Lésung sollte ebenfalls der Frage 
ihrer einheitlichen Zusammensetzung dienen und zum anderen einen 
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Anhaltspunkt dafiir geben, ob die als Praparat abgeschiedene isolierte 
Verbindung mit dem im Muskel vorhandenen ,,Phosphagen“ identisch 
ist. Dabei ergab sich die interessante Tatsache, daB die Geschwindigkeit 
der Aufspaltung in Saéuren nicht so betrichtlich ist, wie sie aus der 
schnellen Aufspaltung bei den Phosphatbestimmungsmethoden nac} 
Embden, Fiske und Subbarow, Briggs und anderen angenommen werden 
muBte. Dies beruht darauf, daB das bei diesen Bestimmungen ver. 
wandte Molybdat als stark beschleunigender Katalysator wirkt. 


Tabelle VII. 


Versuch: Aufspaltung von m/80 Kreatinphosphorséure in n HC! bei 20° 
mit und ohne m/10 Ammoniummolybdat; t = 30 Min. 





Versuchsansatz mg F303 atone k.10-8 
Kreatinphosphorsaure, direkt bestimmt . 0,694 | _ - 
0 Pe eS ee 0,122 | 17,6 2.3 
In nHCl-+m/10 Molybdat ...... 0,659 | 95,0 36,2 


Diese besondere Wirkung des Molybdats ist durchaus iiberraschend, 
besonders da die Aufspaltung der im Krebsmuskel vorkommenden 
Argininphosphorséure in Séure durch Molybdatzusatz fast vollstandig 
gehemmt wird, wahrend die Aufspaltungsgeschwindigkeit der beiden 
Aminophosphorsaéuren bei niedriger H-Ionenkonzentration ungefahr 
gleich ist. 

Tabelle VIII. 
Aufspaltung der Kreatinphosphorséure in n HCl bei 20° (+ 0,05°). 








Zeit : ; 


Min /o gespalten k.10-3 
30 124 7 1,90 
60 24.8 2'06 
120 46,9" 2'98 
192 62,2 2'20 
240 72,4 2'33 
360 82,3 219 
480 87,0 1,84 

Mittel 2,1. 10-3 


Der Versuch zeigt, daB der Wert fiir & innerhalb der Fehlergrenzen 
konstant ist. 


Der Einflu8 der Saurekonzentration ist auf die Aufspaltung der 
Kreatinphosphorsiure von maBigem EinfluB. Die Aufspaltung wird 
durch Steigerung der Normalitét von n/10 auf das 20fache (bis 2 n) 
nur um etwa das Doppelte vermehrt. 
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Tabelle IX. 


Versuch: Vergleich der Aufspaltung von Ba-Phosphagen aus Kaninchen- 
muskulatur bei verschiedener H’ bei 28° nach 90 Minuten. Gesamt- 
phosphagen-P-Gehalt 0,474 mg P,O,. 





Nr H” | pe Bt - “— k.10-3 
1 0,2n Trichloressigsiure . . . 0,305 64.4 4,99 
ee ody 0,327 69,0 5.65 
Se Ge se Shee) Sate % 0,345 72.9 6,30 
Ce a) ok ee eo 0,374 78.9 7,52 
5 Ss ed Sg oc 4 ae 0,417 88,0 10,2 


Zum Nachweis der wahrscheinlichen Identitat der abgeschiedenen 
und préformierten Kreatinphosphorsaure wurde a) ein isoliertes Praparat 
in 0,2n Trichloressigsiure gelést, b) ein frisch hergestellter Frosch- 
muskelextrakt sofort mit Trichloressigsiure enteiweiBt und das Filtrat 
auf 0,2 Normalitét gebracht, und c) ein frischer Extrakt sofort mit 
so viel NaC O,-Lésung versetzt, daB die H etwa einem pg von 8,8 
entsprach, 2 Stunden bei 37° stehengelassen und dann erst mit Trichlor- 
essigsiure enteiweiBt. 

Der Versuch c) wurde dadurch veranlaBt, daB von etwa pg 8 ab 
nach dem alkalischen Gebiet das phosphagenspaltende Ferment im 
Muskelextrakt véllig (aber reversibel nach Neutralisierent auf py 7) 
gehemmt wird. 


Versuchstemperatur 20° (+ 0,05°). 
Fiir das Praéparat ergab sich als Mittelwert aus 


eleben Tesla iw wl ll tl tl tl tlw hE 1. IO 
fiir den nativen Extrakt aus sechs Bestimmungen / 1,63 . LO-* 
fiir den alkalisierten Extrakt aus sieben Be- 

5 SS Se eS 6 PG. wee es Mem RR, OO 


Die gefundenen Werte fiir k berechtigen zu dem SchluB, daB in 
den drei Versuchen eine Verbindung mit der gleichen Aufspaltungs- 
geschwindigkeit vorlag. 


VY. Die Bestimmung von Robisonschem Ester neben Harden-Youngschem 
Ester. 


Die groBe Verschiedenheit der Aufspaltungsgeschwindigkeiten 
von Hexosediphosphorsaure einerseits und Embdenschem und Robison- 
schem Ester andererseits gibt eine Méglichkeit zu einer Schnell- 
bestimmung dieser Ester. 


Wie aus der Tabelle XI hervorgeht, gibt in einem Gemisch von 
Robisonschem Ester und Hexosediphosphat die Bestimmung des 
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Phosphatgehalts nach dreistiindiger Saurehydrolyse bei 100° und 
nach Veraschung in sehr angenadherter Weise die Verteilung der beiden 
Ester an, falls nicht die Menge des einen Esters die des anderen ganz 
bedeutend tiberwiegt. 


Hexosediphosphorséurelésung: P-Gehalt nach Veraschung 0,293 mg 
P,O,; pro Kubikzentimeter. Nach dreistiindiger Hydrolyse in n H, 80, 
waren 94°, des Phosphats abgespalten. 

Hexosemonophosphorséurelésung (Robisonscher Ester): P-Gehalt nach 
Veraschung 0,956mg P,0O,; pro Kubikzentimeter. Nach dreistiindiger 
Hydrolyse in n H,SO, waren 22,7°%, des Phosphats gespalten. 


Versuchsansitt ze : 
1. 1,0 cem Hexosediphosphorséurelésung + 0,2 cem Robisonester 
2. 1,0 °°” ” 4 0,5 ” ” 
3. 0,75 ,, »» “ + 0,75 ,, o» 
4. 0,2 ” . i as 1,0 ” ” 


Die Ans&étze wurden 3 Stunden im Wasserbad hydrolysiert. 


Tabelle X. 








praiels: Gefunden aecb Robison scher Ester Wonceedinhensherfiere 
Nr) phosphat | ace P20 P,O P,0 P,O 

| mg P20; i mg P, b- po Ae pe By pa A pe, 
1 0,484 0315 | 0,191 0,202 0,293 0,282 
2| 0,773 0,373 | 0,480 0,502 0,293 0,271 
3 0,936 0371 || 0,717 0,718 0.219 , 0,218 
4) 0,551 0,188 | 0,478 0,464 0,073 ),087 


‘ 

Die Berechnung erfolgt in Naherungsrechnung unter Zugrundelegung 
der Aufspaltung der einzelnen Komponenten von 22,7 °%, des Robisonschen 
Esters bzw. 94°% der Hexosediphosphorséure in folgender Weise (Nr. 1): 
Die Differenz von Gesamtphosphatgehalt (0,484 mg P,O,;) und ab- 
gespaltenem Phosphat (0,315mg P,O;) betragt 0,169mg P,O,; diese 

22,7 

geben multipliziert mit dem Faktor 1,293 (ber. aUS 590997 1) den 
ersten angenéherten Wert fiir den Robisonschen Ester von 0,218 mg P,0,, 
fiir die Hexosediphosphorséure also 0,266 mg P,O,; zu dem letzten Wert 
sind zu dem nicht aufgespaltenen Teile von 6°, der Hexosediphosphor- 
séure noch 0,266 . 0,06 = 0,016 mg P,O,; zu addieren, vom Wert fiir den 
Robisonschen Ester zu subtrahieren, fiir den also 0,202 mg P,O, (zugesetzt 
0,191) gefunden werden. 


Zusammenfassung, 


1. Es wird die Methodik der Bestimmung des anorganischen 
Phosphats, des im Phosphagen an Kreatin gebundenen Phosphats 
sowie des Gesamtphosphats beschrieben. Die Bestimmung des Phos- 
phagenphosphats beruht darauf, daB die Kreatinphosphorsaure in 
neutraler und alkalischer Lésung bestandig ist (vorhandenes anorgani- 
sches Phosphat also als Ammoniummagnesiumphosphat abgetrennt 
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werden kann), aber in saurer, molybdathaltiger Lésung bei 37° schon 
nach 5 bis 8 Minuten véllig aufgespalten wird. 

2. Eine Hexosemonophosphorsiure (Hmbdenscher Ester) und die 
Kreatinphosphorsiure werden in der wasserléslichen Fraktion der 
Erdalkalisalze eines Trichloressigsiureextrakts von frischer Muskulatur 
gefunden. Die Trennung der beiden Verbindungen erfolgt durch 
fraktionierte Fallung der Ba-Salze mit verdiinntem Alkohol und Ab- 
trennung der letzten Anteile des Embdenschen Esters vom Phosphagen 
durch Ausfallung mit Kupferhydroxyd in barytalkalischer Lésung. 

3. Die Untersuchung der Kinetik der Phosphorsdéureabspaltung 
verschiedener organischer Phosphorsiureester durch Saure ergab, 
da8 der Embdensche und Robisonsche Hexosemonophosphorsaureester 
einerseits und der Newbergsche Ester andererseits nicht als einheitliche 
Verbindungen anzusehen sind, sondern aus zwei verschieden schwer 
hydrolysierbaren Phosphorséureestern bestehen. Die bis jetzt er- 
hobenen Befunde sprechen dafiir, daB in diesen drei Estern verschiedene 
Gemische von je zwei Estern mit derselben Aldose- und Ketose- 
komponente vorliegen; und zwar tiberwiegt im Robisonschen und 
Embdenschen Ester die Aldosekomponente, im Neubergschen Ester 
die Ketosekomponente. 

4. Dagegen zeigt die Aufspaltung der Kreatinphosphorsaure in 
saurer Lésung einen einheitlichen monomolekularen Reaktionsverlauf. 

5. Auf Grund der stark verschiedenen Aufspaltungsges¢h windig- 
keiten der Hexosediphysphorsiure und des Embdenschen und Robison- 
schen Esters kann der Diester neben diesen Monoestern halbquantitativ 


bestimmt werden. 








Untersuchungen 
iiber den normalen Blutzuckergehalt des Pferdes und des Rindes, 


Von 
Karl Sehwarz. 


(Aus dem physiologischen Institut der Tierarztlichen Hochschule in Wien.) 
(Nach Versuchen von K. Millauer und A. Gross.) 


(Eingegangen am 7. Februar 1928.) 


Wahrend iiber den Blutzuckergehalt des Menschen und der ge. 
wohnlichen Laboratoriumstiere in der Literatur zahlreiche Unter. 
suchungen vorliegen, sind itiber den Blutzuckergehalt des Pferdes nu 
wenige Angaben zu finden. Waentig' bestimmte den Blutzucker bei 
sechs normalen Pferden und fand Werte, die zwischen 0,089 und 0,121 ° 
lagen. A. Scheunert® untersuchte sieben Pferde und fand 0,083 bis 
0,200 %, Zucker; der héchste Wert wurde bei einem mit Melasse ge- 
fiitterten Pferde festgestellt ; sonst gibt Scheunert als Héchstgrenze den 
Wert von 133 mg an; bei acht spater untersuchten Pferden, die im 
gleichen Institut von Dr. Bartsch auf ihren Blutzuckergehalt untersucht 
wurden, sind 0,0769 bis 0,0975°%, Zucker gefunden worden. Ferner 
berichten Ch. Medynski und Simonett® iiber vier Blutzuckerwerte von 
Pferden, die mit 0,099 und 0,144°%, angegeben wurden, und Lyitkens 
und Sandgren* veréffentlichten vier Werte von dem normalen Blut. 
zuckergehalt des Pferdes, die 0,101, 0,105, 0,089 und 0,095 °%, betragen 
haben. : 

Uber den Blutzuckergehalt des Rindes waren in der Literatur nur 
drei Angaben zu finden. Im Jahre 1923 haben Sordelli und Mitarbeiter®. 
deren Originalarbeit mir leider nicht zugiinglich war, und Scheuner! 
und Pelchrzim® iiber diese Frage berichtet. Die zuletzt angefiihrten 
Autoren fanden bei Milchkiihen auf der Héhe der Verdauung 0,0625 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 1916. 
2 Berl. Tierarztl. Wochenschr. 89, 1923. 
3 C. r. Soe. Biol. 90, 1924. 

4 Diese Zeitschr. 26, 382, 1910. 

5 C. r. Soe. Biol. 89, 744, 1923. 

® Diese Zeitschr. 189, 17, 1923. 
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bis 0,0825°, und im niichternen Zustande 0.0667 bis 0,100°, Bhut- 
gucker. Endlich haben Widmark und Carlens' bei Galtkiihen und Farsen 
im Mittel 0,085°%, Blutzucker, bei Milchkiihen dagegen bedeutend 
niedrigere Werte festgestellt, die im umgekehrten Verhaltnis zur pro- 
duzierten Milchmenge stehen sollen. 

Die zu vorliegenden Untersuchungen herangezogenen Pferde und 
Rinder waren Schlachttiere aus den Schlachthausern der Stadt Wien, 
bei denen die Blutentnahme vor der Schlachtung erfolgte. Bei den 
Pferden wurde das Blut aus der Vena jugularis, bei den Rindern aus 
der Ohrvene entnommen. Untersucht wurden insgesamt 102 Pferde 
und 102 Rinder von verschiedenem Alter, Geschlecht und von ver- 
schiedenem Ernahrungszustand. Samtliche Tiere waren mindestens 
16 Stunden vor der Blutentnahme zum letzten Male gefiittert worden. 
Die Stalltemperatur schwankte an den Untersuchungstagen zwischen 
13 und 16°C. 

Zur Bestimmung des Blutzuckergehalts wurde die Mikromethode 
von Hagedorn und Jensen angewandt. Von jedem Tiere wurde 
wenigstens in zwei Proben der Blutzucker bestimmt. Als verwertbare 
Proben wurden nur jene angesehen, bei denen beide Werte einer Doppel- 
bestimmung um héchstens 0,008 mg differierten. Aus diesem Grunde 
wurden bei Pferden nur 89%, bei Rindern 86°, der festgestellten 
Blutzuckerwerte zur Berechnung der Mittelwerte herangezogen. Die 
erhaltenen Resultate sind in folgenden Tabellen angefiihrt. Tabelle I 
enthalt die Blutzuckerwerte der Pferde, Tabelle I] die der Rinder. 

Von simtlichen verwertbaren Blutzuckerwerten bei Pferden 
lieferten 26°, einen Blutzuckerdurchschnittswert von 0,076 mg, 46°, 
einen solchen von 0,093 mg und 27%, einen solchen von 0,109 mg in 
100 cem Blut. Als Gesamtmittelwert konnten demnach 0,093 °%, Blut- 
zucker bei Pferden berechnet werden. 

Von den zur Berechnung des Mittelwerts bei Rindern herangezogenen 
Untersuchungen ergaben 14,7°%, einen Blutzuckermittelwert von 
0,066 mg, 60°, einen solchen von 0,082 mg und 25%, einen solchen 
von 0,110 mg in 100 ccm Blut. Als Gesamtmittelwert errechnete sich 
daraus ein Blutzuckergehalt von 0,082 °%. 

Die relativ hohen Werte bei einem Teil der untersuchten Rinder 
stammten von Masttieren bzw. von Rindern, die sich in einem be- 
sonders guten Ernahrungszustand befanden. 


1 Diese Zeitschr. 156, 81, 1925; im Jahre 1926 ist im Journ. exper. 
Biol. u. Med. 4 (russisch) eine Arbeit von Avdeeva, Provatorova, Savié und 
Thal ,,Uber die Schwankungen des Blutzuckers bei Rindern* erschienen, 
die uns jedoch nicht zuganglich war; auBerdem enthalt das Referat in den 
Ber. d. ges. Physiol. 40, 406 keine Zahlenangaben. 


Biochemische Zeitschrift Band 194. 22 

















330 K. Schwarz: 
Tabelle I. Pferde. 
“Neues, inasiwerte der! icctwerte | Ni,dee | Bmsalweree der Mitetwers 
teres bestimmungen %, tieres | bestimmungen %, 
3 wae | 0.079 19 nye 0,085 
4 — | 0,078 25 oat 0,101 
9 Cori | 0.070 28 cane 0,094 
22 Cogs | 0,0625 26 ryan 0,1055 
42 a. 0,0695 29 ages 0,096 
68 yo | 0,079 30 ane 0,095 
71 yo 0,075 31 ones 0,0945 
™ | Sor 0,0735 32 oo 0,083 
a | ee | 0,073 33 4 0,096 
77 Oo «| «(0078 38 _ 0,094 
7 | (Oise | 0.0805 39 yo 0,098 
o | oS 0,076 ot joes 0,0825 
on ee 
86 | oro | (0,072 63 oe 0,081 
87 1088 0,069 40 - 0,0965 
ee ee 41 Sens 0,0855 
a | 90m | oom |. | Ot | om 
102 | dors | 0,078 44 oo 0,095 
% | (oe «| (0077 46 ines 0,095 
7 1084 | 0,0825 50 —_ 0,0925 
1 =| | tee «| «(088 Bl ey 0,0985 
14 | 1088 | 0,099 5 os 0,0995 
17 | Gor | 1008 87 yy 0,090 
18 vo9o |: 090 58 oo 0,0865 
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Tabelle I (Fortsetzung). 








Nr. des 
Versuchss 
teres 


59 


61 


64 


81 


x9 


92 


100 


101 


~! 


I 


|| Einzelwerte der | 


Doppel- 


bestimmungen | 


0,091 
0,096 
0,094 
0,096 
0.090 
0,098 
0,091 
0,089 
0,097 
0,104 


0,094 
0,101 


0,084 
0,091 
0,096 
0,094 
0,093 
0,096 
0,092 
0,096 
0,085 
0,080 
0,092 
0,094 
0,094 
0,095 
0,089 
0,092 
0,089 
0,081 
0,090 
0,087 
0,121 
0,118 
0,107 
0,107 
0,115 
0,117 
0,108 
0,110 
0,101 
0,101 


0,105 
0,105 


Mittelwerte 


0 
0 


0,0935 
0,095 
0,094 
0,090 
0,1005 
0,0975 
0,0875 
0,095 
0,0945 
0,094 
0,0825 
0,093 
0,0945 
0,0905 
0,085 
0,0885 
0,1195 
0,107 
0,116 
0,1065 
0,101 


0,105 





Nr. des 
Versuchs- 
tieres 


10 


16 


20 


21 


23 


45 


47 


4s 


49 


52 


65 


67 


93 


95 


Einzelwerte der 
Doppel- 
| bestimmungen 


0,112 
0,107 
0,115 
0,111 
0,122 
0,118 
0,115 
0,113 
0,108 
0,105 
0,112 
0,114 
0,107 
0,110 
0,103 
0,103 
0,112 
0,116 
0,108 
0,101 
0,112 
0,106 
0,110 
0,110 
0,110 
0,108 
0,103 
0,107 
0,101 
0,105 
0,105 
0,108 
0,105 
0,103 
0,112 
0,115 
0,119 
0,113 
0,101 
0,103 
0,113 
0,108 


Mittelwerte 


%9 
0,1095 
0,113 
0,120 
0,114 
0,1065 
0,118 
0,1085 
0,103 
0,118 
0,1045 
0,109 
0,110 
0,109 
0,105 
0,103 
0,1065 
0,104 
0,1135 
0,112 
0,102 


0,1105 
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Tabelle II. Rinder. 











wists _Binzelwerte y eel Einzelwerte 
“Sees ~ 3 ees ke — ~ tied § 
mungen 5 mungen 
7 Kk. | OO" |oor 31 0. | 0088 | 0.0895 
10 S. oor 0,075 34 0. aans 0.075 * 
a | x. | 0074 oz 35 0. | Gore | 00755 
32 | 0. | Bite (0,0605* | 37 o. | Beet | 0,085: 
ss «(|| «(oO O07 0,073 * 39 o. | OO | oon 
36 0. ry 0,0725 * 46 0. ane 0,090 
38 0 = 0,044 ** 47 0. noon 0.0785 
40 0. py 0,045 * 48 oO. ro 0,0755 
41 | 0. | 30% \oo7s5+ | 49 o. | ope | 007 
6 | «K. | yo 0,066 ***| 52 sg. | S088 | 0,086 
a 6| (Co. Sore 0,0685 53 S. Oot | 0,078 
ws} 0 | Oder 020685 5] 5A < | 2 | ose 
98 K. oor 0,0725 59 K. | BOT | 0076 
1 mie! gz lon | ar | | 9M og 
5 | mia! 08 Jom | ae | BP | aun 
5 K. | py aa 63 K. 0077 0,078 
8 K. | Ooms | 0,090 64 x. | 9081 | 0,080 
19 |) x. | OP | 0.0886 65 K. | O08 | 0,083 
20 | s. | OO | 0.0805 66 | ok. | 80M | aos 
22 | 8. | Ogg | 0,082 67 g. | O08? | 0,088 
23 K. | 084 0,084 68 K. ones 0,0845 
24 K. | Pong | 0,077 69 K. ny 0,082 


* 2 Tage gehungert. — ** 2 Tage gehungert, vom Transport aus der Bukowina. — *** 24 Stundes 
gehungert, sehr alt, abgemagert. 
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Tabelle 11 (Fortsetzung). 





a a 
lwert Nr. des 
ee Versuchs- 
tieres 
ING) 70 
vin; ° 72 
755 73 
SDD * a 
75 
Tt fs 
74 
1) 
71 
785 
76 
755 
i7 
76 
78 
ball} 
79 
785 
80 
is? 
82 
76 
isi) S4 
78 di 
78 88 
IN) 8Y 
83 90 
8" 92 
IRS) 100 
845 191 
9 
. 102 
funden 91 


Einzelwerte 


er 
Doppel- 
bestim- 
mungen 


0,088 
0,084 
0.086 
0,080 
0,078 
0,078 
0.081 
0,077 
0.079 
6,076 
0,086 
0,083 
0,091 
0,088 
0.077 
0,075 
0,084 
0,082 
0,090 
0.090 
0.081 
0,084 
0.082 
0,081 
0,086 
0.081 
0.089 
0.086 
0.077 
0,077 
0,084 
0.088 
0.082 
0.086 
0,083 
0,081 
0,079 
0,081 
0,085 
0.088 
0,084 
0,080 


0.086 
0,082 


Mittelwerte 


0,086 
0,083 
0,078 
0,079 
0,0775 
0,0845 
0,0895 
0.076 
0.083 
0,090 
0.4 1825 
0.0815 
0.0835 
0,0875 
0,077 
0,086 
0,084 
0,082 
0,080 
0,0865 
0,082 


0,084 





Nr. des 
Versuchs- 
theres 


28 


86 


93 


94 


Einzelwerte 


T 
Doppel- 
bestim- 
mungen 


| 


0,106 
0,104 
0,117 
0,115 
0,093 
0,090 
O11 
0,116 
0,121 
0,115 
0,121 
0,113 
0.118 
0.115 
0,097 
0,098 
0,097 
0,095 
0,095 
0,097 | 
0,095 
0,098 
0,108 
0,105 
0,099 
0,091 
0.105 
0,098 
0,097 
0.093 
0,093 
0.091 
0.091 
0,090 
0,098 
0,098 
0,096 
0,095 
0,093 
0,088 
0,098 
0,093 
0,099 
0,095 


Mittelwerte 


0 
0 


0,105 
0,116 
0,0925 
0,1135 
0,118 
0,117 
0.1165 
0,0975 
0,096 } 
0,096 
0,0965 
0,104 
0,0905 
0.1015 
0,095 
0,692 
0,0905 
0,098 
0,0955 
0,0905 
0,0955 


0,097 
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Das Ergebnis dieser Untersuchungen laBt sich demnach in folgen¢, 
SchluBsétze zusammenfassen : 

1. Der mittlere Blutzuckergehalt gesunder Pferde. erhalten dure; 
Doppelbestimmungen nach der Mikromethode von Hagedorn i 
Jensen, ergab 0,093 °, Blutzucker. 

2. Die bei den einzelnen Pferden gefundenen Werte schwankie) 
zwischen 0,062 und 0,120°,, und zwar zeigten 26°, der untersuchitey 
Tiere einen Blutzuckerwert zwischen 0,062 und 0,082 °,,, 46°, der Tier 
einen Blutzuckerwert zwischen 0,083 und 0,102 °, und 27%, der Tier 
einen Blutzuckergehalt zwischen 0,103 und 0,120 °%. 

3. Der mittlere Blutzuckergehalt normaler Rinder ergab eine 
Mittelwert von 0,082 °%, Blutzucker. 

4. Die bei den einzelnen Rindern gefundenen Werte schwanktey 
zwischen 0,044 und 0,177°%, und zwar zeigten 15°, der untersuchte; 
Tiere Blutzuckerwerte unter 0,075 %, 60°, der Tiere Blutzuckerwert: 
zwischen 0,076 und 0,110% und 25% der untersuchten Tiere eine 
Blutzuckerwert iiber 0,110°%,. Ein Einflu®B des Geschlechts konnt: 
hierbei nicht festgestellt werden. 
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Uber 
die Erzielung konstanter Blutzuckerwerte beim Kaninchen. 


Von 


Karl Schwarz und Adalbert Lubetz. 
(Aus dem physiologischen Institut der Tieraérztlichen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 7. Februar 1928.) 


In der»von Schwarz und Hamp veréffentlichten Arbeit iiber die 
Konstanz des Blutzuckers beim Hunde sind die Bedingungen aus- 
einandergesetzt, unter denen durch Wochen hindurch ein konstanter 
Blutzuckerwert fast ohne Schwankungen zu erzielen ist. So einfach 
nun diese Bedingungen beim Hunde zu erfiillen waren, so schwierig 
gestaltete sich deren Erfillung beim Kaninchen, das zur Deckung 
seines Nahrungsbedarfes sein Futter nicht in wenigen Minuten auf- 
nimmt, sondern dazu eine ziemlich lange Zeit bedarf, welche abzukiirzen 
wir nicht imstande sind. DaB diese lang andauernde und vielfach unter- 
brochene Nahrungsaufnahme im Blutzuckerwert zum Ausdruck kommen 
mu6, erscheint selbstverstindlich und driickt sich auch in den in der 
Literatur niedergelegten Angaben tiber die Verschiedenheit der normalen 
Blutzuckerwerte aus. Zwischen der Resorption zuckerbindender Nahr- 
stoffe und den Blutzuckerwert besteht eben eine zeitliche Beziehung, 
die man kennen muB, wenn man aus der Bestimmung des Blutzuckers 
bzw. aus den Anderungen gerechtfertigte Schliisse ziehen will. In 
welcher Weise nun die Nahrungsaufnahme sich bei Kaninchen im 
Blutzuckerwert ausdriickt, soll im folgenden dargestellt werden; dabei 
soll auch gezeigt werden, durch welche einfache MaBnahmen man auch 
beim Kaninchen durch Wochen hindurch konstante Blutzuckerwerte 
erreichen kann. 

Auf die vielen Arbeiten' iiber den Blutzuckerwert bei Kaninchen 
soll hier nicht eingegangen werden; Erwahnung getan sei nur der 
Arbeit von G. S. Hadie®, der den mittleren Blutzuckerwert mit 0.116°, 


! Literatur vgl. Brunes, Inaug.-Diss. Leipzig, 1926. 
* Amer. Journ. of Physiol. 63, 1923. 
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einen mittleren Fehler von 8,2 mg in 100 cem Blut bestimmte und 
gleichzeitig berichtet, daB die Tagesschwankungen beim Kaninchey 
sehr betrachtliche seien. 

Zwei Versuchsreihen wurden mit jedem Tiere durchgefiihrt, eine 
in der die Tiere nur Trockenfutter (Hafer und Brot zu gleichen Teilen) 
und Wasser erhielten, und eine zweite, in der nur Griinfutter (Koh. 
blatter) gereicht wurde. 

Die Blutzuckerbestimmungen wurden nach der Mikromethode nac} 
Hagedorn-J ensen ausgefiihrt. Als Versuchstiere dienten uns die Kanin 
chen Nr. 1, gut genihrt, | kg, Kaninchen Nr. 2, weniger gut genihrt 
1,50 kg, und Kaninchen Nr. 3, gut genihrt, 2,29 kg. 

In der ersten Versuchsperiode der Trockenfutterreihe, in der 
gezeigt werden soll, wie der Blutzucker bei tiglich einmaliger, zur selben 
Zeit getatigter Blutentnahme bei uneingeschrankter Nahrungsaufnahme 
reagiert, wurde den Versuchstieren das Futter Tag und Nacht belassen 
und zwar in einer solchen Menge, daB es niemals vollstindig aufgezehrt 
werden konnte. Um 8 Uhr friih wurde tiaglich Blut aus eiger Ohrvene 
entnommen, und zwar das erstemal am dritten Tage nach dem Beginn 
dieser Fiitterungsnorm. Wiahrend der zehntagigen Dauer dieser Versuchs.- 
periode schwankten die Blutzuckerwerte beim Kaninchen Nr. | zwischen 
0,100 und 0,155°, und beim Kaninchen Nr. 2 innerhalb einer acht- 
tiigigen Versuchsdauer zwischen 0,109 und 0,148°%,. In der daran 
anschlieBenden Versuchsperiode wurde den beiden Tieren durch eine 
Woche hindurch das Futter von 16 Uhr bis 8 Uhr friih entzogen, so 
daB sie vor der Blutentnahme 16 Stunden ohne Nahrung waren, also 
nur durch 8 Stunden unbeschrankt Nahrung aufnehmen konnten 
Schon am zweiten Tage nach Beginn dieser Versuchsperiode lieB sich 
ein rapides Sinken des Blutzuckerspiegels von 0,112 auf 0,074°, bei 
Kaninchen Nr. | bzw. von 0,108 auf 0,065°, bei Kaninchen Nr. 2 fest- 
stellen. Die Schwankungen in dieser Versuchsperiode lagen bei Kanin- 
chen Nr. | zwischen 0,124 und 0,074, und bei Kaninchen Nr. 2 zwischen 
0,125 und 0,065°%,. Bei dem am 10. November neu eingestellten Kanin. 
chen Nr. 3 schwankten die Blutzuckerwerte zwischen 0,127 und 0,079 ° , 
Wahrend nun bei Kaninchen Nr. 1 in der ersten Versuchsperiode der 
mittlere Blutzuckerwert 0,132 °, betrug, sank er in der zweiten Periode 
auf 0.101%, ein Zeichen, daB der Ernahrungszustand des Tieres sich 
verschlechtert hat, da das Versuchstier in der zur Futteraufnahme zur 
Verfiigung stehenden Zeit von 8 Stunden sein notwendiges Nahrungs. 
quantum nicht aufnehmen konnte. Bei dem gleichen Futter, das ad 
libitum gereicht wurde, wurde nun in einer dritten Periode den Tieren 
im Laufe von 24 Stunden nur durch 5 Stunden vor der Blutentnahme. 
und zwar von 1,8 Uhr friih bis '413 Uhr, das Futter entzogen, so dal 
ihnen 16 Stunden zur Futteraufnahme blieben. Die Blutentnahme 


nl 
rAl 





und 


hen 


‘Ine 
len) 


oh}. 


ach 
nin- 
hrt 


der 
ben 
me 
sen, 
»hrt 
ene 
‘inn 
‘hs. 
hen 
ht- 
ran 
“ine 
So) 
ilso 
en 
ich 
bei 
‘st- 
jin- 
en 
in- 
ler 
vile 
ich 
cur 
gS- 
ad 
en 
ne, 
ab 


ne 





Erzielung konstanter Blutzuckerwerte beim Kaninchen. 337 


erfolgte jetzt um 13 Uhr. Dieser Versuch wurde bei Kaninchen Nr. | 
vom 15. November bis 8. Dezember durchgefiihrt und ergab bei diesem 
Tiere bereits vom zweiten Tage an einen Blutzuckerwert, der waihrend 
der ganzen Zeit dieser Versuchsperiode, d.h. durch 3 Wochen, fast 
ganz konstant blieb; bei Kaninchen Nr. 2 und 3 war der gleiche Erfolg 
zu erzielen. Die Schwankungen, die in den ersten Tagen dieser Versuchs- 
periode bereits unbedeutend waren, glichen sich fast vollstandig aus, 
so daB taglich fast die ganz gleichen Blutzuckerwerte festzustellen 
waren. Die mittleren Fehler jeder Bestimmung betrugen nunmehr bei 
Kaninchen Nr. 1 —- 0,004, bei Kaninchen Nr.2 + 0,0028 und bei 
Kaninchen Nr. 3 —- 0,0033 fiir 100 cem Blut. Als Blutzuckermittelwert 
dieser Periode errechneten wir fiir Kaninchen Nr. 1 0,102, fiir Kaninchen 
Nr. 2 0.0984 und fiir Kaninchen Nr. 3 0,103°,. 


In der zweiten Reihe dieser Untersuchungen wurde nun der gleiche 
Versuch bei ausschlieBlicher Griinfiitterung wiederholt; in der ersten 
Periode wurde das Futter dauernd, in der zweiten das Futter inner- 
halb 24 Stunden durch 16 Stunden belassen und nur 5 Stunden vor der 
Blutentnahme den Tieren entzogen. Der Erfolg dieser Versuchsreihe 
war der gleiche wie bei Trockenfiitterung, wie aus den in den Tabellen 
niedergelegten Zahlen ersichtlich ist. Ein Unterschied bestand nur 
darin, daB der mittlere Blutzuckerwert bei Griinfiitterung héher lag 
als bei Trockenfiitterung. Als Blutzuckermittelwerte wahrend der 
schwankungslosen Zeit wurden bei Kaninchen Nr. 1 0,117°(, und bei 
Kaninchen Nr.3 0,130°, ermittelt. Daraus geht zweMellos hervor, 
da®8 der allgemeine Ernihrungszustand bei Griinfiitterung ein besserer 
geworden ist, der auch im erhéhten Blutzuckerwert zum Ausdruck kam. 


Die sehr verschiedenen Blutzuckerwerte, die in der Literatur fiir 
das Kaninchen zu finden sind, beruhen daher aller Wahrscheinlichkeit 
nach auf einer nicht entsprechenden Wahrung der Beziehung zwischen 
einer ausreichenden gleichmaBigen Fiitterung und der Zeit der Blut- 
entnahme. Denn unseres Erachtens muB den Tieren, wenn man kon- 
stante Blutzuckerwerte erhalten will, Zeit gelassen werden, die taglich 
notwendige Futtermenge aufzunehmen, und andererseits auch die Zeit 
zur Blutentnahme so gewahit werden, daB die im AnschluB an die 
Nahrungsaufnahme einsetzende Resorption zuckerbildender Stoffe ab- 
geklungen ist. 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen, die in den Tabellen I bis II 
niedergelegt sind, lassen sich demnach in folgende Schlubsatze 
zusammenfassen : 


1. Beim Kaninchen sind durch lange Zeit hindurch konstante 
Blutzuckerwerte fast ohne irgend eine nennenswerte Schwankung zu 
erzielen, wenn die Tiere ausreichendes Futter ad libitum erhalten und 
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Trockenfiitterung. 








Datum 
25. X. 
26. X. 
— a 
28. X. 
29. X. 
30. X. 
* 3. XL 

4. XL. 

5. XI. 


6. 


10. 


11. 


13. 


15. 


16. 


17. 


XI. 


_ XL 


9. XI. 


XI. 


XI. 


XL. 


XI. 


XI. 


T'abelle I. 
Kaninchen. 
Blutzuck 
Racsbestaemany Mittel 
0,115 
0,118 0118 
0,118 
0,160 
0,151 0,154 
0,153 
0,156 
0,149 0. 153 
0,121 ae 
0,123 0,122 
0,134 os 
0,140 ‘ 
0,132 
0,134 0,134 
0,137 
0,130 
0,137 0188 
0,106 
0,099 0,100 
0,094 
0,117 
0,116 0,116 
0,076 - 
0.072 0,074 
0,115 
0,113 O17 
0,123 
0,117 
0,119 0,118 
0,095 m 
0.099 0,097 
0,096 
0,094 0,094 
0,105 
0,107 0,106 
0,122 y 
0,126 aoes 
0,081 0,088 


0,091 





Bemerkungen 


Das Futter wird den 
Tieren ad libitum 
gereicht und dauernd 
belassen 


Futter wird durch 
8 Std. belassen und 
16 Std. vor der Blut 
entnahme entzogen 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





»” 


-- 


23. 


24. 


25. 


27. 


30. 


. XI. 


. XI 


XI. 


XI. 


XI. 


XI. 


XL. 


XI. 


XI. 


XI. 


. XII. 


. XI. 


XI. 


XII. 


XII. 


. XI. 


. XII. 


Blutzucker 
Einzelbestimmung 


0,100 
0,098 


0,100 
0,100 


0,108 
0,098 


0,094 
0,094 


0,092 
0,098 


0,096 
0,096 


0,094 
0,097 


0,102 
0,101 


0,106 
0,103 


0,104 
0,103 


0,108 
0,104 


0,103 
0,103 
0,107 


0,102 
0,106 


0,106 
0,106 


0,101 
0,105 


0,106 
0,104 


0,104 
0,104 


0,100 
0,104 


0,105 
0,105 


Mittel 


0,099 


0,100 


0,105 
0,094 
0,095 
0,096 
0,096 
0,102 
0,104 
0,104 


0,106 


0,105 


0,104 
0,106 
0,103 
0,105 
0,104 
0,102 


0,105 





Bemerkungen 


Futter wird den 
Tieren durch }9 Std 
belassen, nur '5 Std 
vorder Blutentnahme 
den Tieren entzogen 
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Tabelle 11. 
Kaninchen Nr. 1. Griinfiitterung. 
Datum ae g Mittel Bemerkungen 
2. XII. oie | O14 
3. XII. 0,120 0,120 
oo 0,109 
4. XII. at 0,111 
6. XIL. oa 0,108 
ac Griinfutter dauernd 
7. XI. oo 0.136 ‘end of hie 
0,115 : 
8. XII. 0110 0,118 
0,125 
9. XII. 0,122 0,124 
0.124 
10. XU. He 0,120 
9 
11. NIL. aoe 0,115 
aie 0,119 
13. XII. oan 0,117 
‘44. NIL ait. 0,117 
15. XIL. = 0,118 
29 
16. XII. ao 0,114 
ata 0,110 : 6 Grint 
17.X1. | 0.120 0,115 od libitam, 5 Std. vor 
| der Blutentnahme 
‘ - 0,108 entzogen 
20. XII. ants 0,111 
21. XII. ott 0,115 
2xn | Olle 0,115 
23. XII. | oto 0,116 
. H 0,117 . 
24.XT1. | 0113 0,115 
25. XII. | 0,112 0,113 


0,114 
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Tabelle III. 
Kaninchen Nr.2. Trockenfiitterung. 





Blutzucker Mittel 


Einzelbestimmungen Bemerkungen 


Datum 


27. X. 0,148 


28. X. 0105 0,102 
0,101 
0,094 


0,116 
SO. X. 0,118 0.118 
0,118 


0,097 


Trockenfutter 
0,110 dauernd und ad 

8. XL 0,119 0.114 libitum 
0,108 


0,080 
4. XL. 0,080 0,088 
0,094 


0,119 
5. XL. 0,119 0,117 
0,112 


, 0,106 
6. XI. 0112 0,109 


0.065 

8. XI. 0,065 0,965 
0,063 
0,089 

9. XI. 0,096 0,092 
0,092 


10. XI 0,122 0,124 
alt al 0,126 Tr Futter durch 20 Std 
vor der Blutentnahme 

entzogen 
11. XI. on 0,087 


0,080 = 
13. XI. 0.078 0,079 


— 0,111 
15. XI. O18 0,112 


0,109 
0,101 





0,105 


. 0,091 YOn 
he 08 
17. XI. 0,100 0,095 | Fetter 5 Std. vor 
er Blutentnahme 
: 0.093 = | entzogen 
18. XL. 0101 0.097 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





Blutzucker : 
Datum Einzelbestimmungen Mittel Bemerkungen 











19. XI. road 0,094 
20. XI. aoe 0,095 
) 
22. XI. a 0,098 
23. XI. oa 0,099 
24. XI. ao 0,095 
. 195 F F 5 Std. vo 
25. XI. cane 0,093 der | a nian 
’ entzogen 
26. XI. oon 0,094 
27. XI. a 0,096 
29. XI. yang 0,098 
30. XI. aoe 0,100 
0,101 
1. XI. 0:104 0,101 
0,097 
; Tabelle 1V. 
Kaninchen Nr. 2. Griinfutter. 
Datum Fin Zuckerwert Mittel Bemerkungen 
] 
ia | 2 0,130 
| 
ma | = 0,123 
1m | fe 0,106 
Grinfutter 
6.x. | ees 0,119 | fad libitum 
7x0. | = 0,127 
Fr 
8. XII. eon 0,105 
9. XII. Umgestanden 
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Tabelle V. 
Kaninchen Nr. 3. 








Datum a. Mittel Bemerkungen 
0,128 
10. XI. 0,125 0,127 
0,128 
11. XI. oo 0,086 
—" 0,078 - 
13, XI. 0081 0,079 
Futt d libitum, 
15. XI 0,104 0.105 p Second bemey 
ers 0,106 
—" 0,107 = 
16. XI. 0.107 0,107 
= . 0,097 - x 
7 2 0,093 0,095 
: 0,079 ' 
18. XI. 0.083 0,081 
19. XI. orn 0,100 
20. XI. a 0,097 
22. XI. — 0,098 
23. XI. — 0,096 
: / 0,100 - 
24. XI. 0098 0,097 
0,106 ’ Futter ad libitum, 
25. XI. (,,102 0,102 5 Std. vor der Blut- 
0,098 entnahme entzogen 
‘ 0,104 ‘ 
26. XI 0102 0.103 
a oe 0,105 
27. XI. 0101 0,103 
: 0,105 
29. XI. 0.103 0,104 
30. XI. pr 0,105 
, 0,102 
1. XII. 0,106 0,104 
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Tabelle V (Fortsetzung). 





. Blutzuckerwert Mittel 











Datum - Bemerkungen 
2. NIL aoe 0,105 
P 0,104 , 
8. XII. 0,102 0,108 Futter ad libitum, 
° 5 Std. vor der Blut. 
4. XI. npn 0.106 entnahme entzogen 
2 
5. NUL. eae 0,104 
Tabelle V1. 
Kaninchen Nr. III. Griinfiitterung. 
Datum E Be a meron gen Mitte! Bemerkungen 
2. XII. ane 0,122 
0.117 
3. XII. 0,118 0,119 
0,119 
9 
4. XII. ake 0,120 
_ 0,092 _ ‘h 
6. XI. 0092 0,092 iht 
‘ wi 
7. XI. er 0,122 gr 
sia Je 
9 
8. XII. ae 0,128 
—— Grinfutter bei 
ins ad libitum 
0,105 . zu 
9. XT. 0,108 0,106 
0,105 Er 
; 0,131 , 
10. XII 0131 0,131 tre 
sf 
11. XI. eae 0,121 Gr 
1,133 a 
13. XI. 0'185 0,134 Ka 
013 re 
14.X0. | aces 0,131 bei 
27 : 
am |] (Se 0,129 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 








Datum rj Biutoucherwort Mittel Bemerkungen 
16. XII. oo 0,125 
17. XII. = 0,123 
. 0,120 ; 
20. XII. ao 0,120 
21. XII ae 0,120 
22. XII. ny 0,121 
0,117 od Weimone 5 ad 
23. XT. 0.121 6,119 der hte log 
. entzogen 
24. XII. oats 0,121 
25. XII. ue 0,120 
26. XII. = 0,122 
27. XII. 9 0~Ct«|«C 880 
28. XII. He 0,128 ; 





ihnen dieses Futter nur etwa 5 Stunden vor der Blutentnahme entzogen 
wird. Der mittlere Fehler wird unter diesen Umstinden niemals 
griBer befunden, als der Fehlergrenze der Mikromethode von Hagedorn- 
Jensen entspricht. 

2. Sowohl bei Trockenfiitterung wie auch bei Griinfiitterung sind 
bei Einhaltung der oben festgelegten Bedingungen konstante Blut- 
zuckerwerte zu erreichen; Griinfiitterung scheint sogar einen besseren 
Erfolg zu erzielen als Trockenfiitterung. 

3. Bei dem Ubergang von einer Fiitterungsart in eine andere 
treten starke Schwankungen des Blutzuckerwertes auf. 

4. Die absoluten Blutzuckerwerte wurden bei Kaninchen nach 
Griinfiitterung bedeutend héher gefunden als nach Trockenfiitterung. 
Im ersteren Falle betrug der durchschnittliche Blutzuckergehalt bei 
Kaninchen Nr. 1 0,117°, bei Kaninchen Nr. 3 0,130°%, im zweiten 
Falle bei Kaninchen Nr. 1 0,102°%, bei Kaninchen Nr. 2 0,098°, und 
bei Kaninchen Nr. 3 0,103 °%. 


Biochemische Zeitschrift Band 194. 23 














Untersuchungen 
iiber den normalen Blutzuckergehalt des Huhnes. 


Von 


Karl Schwarz und Karl Heinrich. 
(Aus dem physiologischen Institut der Tieraérztlichen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 7. Februar 1928.) 


Nach den in der Literatur sparlich vorhandenen Angaben ist der 
normale Blutzuckergehalt bei Hiihnern ein sehr hoher. 

Die erste zahlenmaBige Angabe findet sich in einer Arbeit 
von Collazo', der den Blutzuckergehalt bei Tauben mit 0,21 ° 
bestimmte und gleichzeitig tiber den Blutzuckergehalt zweier Hiihner 
berichtet, von denen das eine im Mittel 0,230 °,, das andere im Mitte] 
0,324°%, zeigte. Eine zweite Angabe stammt von A. Schewnert und 
H.v. Pelchrzim®. Diese Autoren haben drei Hiihner untersucht und 
fanden hierbei 118,3, 192, 192,3 mg in 100 ccm Blut. Als Durchschnitts- 
werte wurden 137 bis 200mg pro 100 ccm Blut angegeben. Eine weitere 
Angabe war in einer Arbeit von EZ. B. Hanau® enthalten, der das Blut 
von 15 bis 16 Tage alten Hiihnerembryonen untersuchte und mittels 
der Methode von Hagedorn-Jensen Werte zwischen 0,209 bis 0,296", 
Zucker feststellen konnte. 

Die zu meinen Untersuchungen Lpesinhitieiienaes Hiihner stammten 
zum Teil aus dem Besitze des Instituts, zum Teil aus einer Gefliige!- 
mastanstalt, in der uns gestattet war, Blut unmittelbar vor der 
Schlachtung zu entnehmen. Das Blut wurde aus dem Kamm ent- 
nommen. Zur Hintanhaltung der Gerinnung wurden minimale Mengen 
von fein gepulvertem Natrium oxalicum auf die Einstichstelle gebracht. 
DaB die Verwendung dieses Salzes fiir die Zuckerbestimmung belanglos 
ist, geht aus den diesbeziiglichen Arbeiten von H. Lyttkens und J. Sand- 


1 Diese Zeitschr. 134, 194, 1922. 
2 Ebendaselbst 189, 17, 1923. 
3 Proc. of the Soc. f. exp. biolog. med. 22, 1925. 
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gren' sowie von J. H. John* hervor. Das Alter der Hiihner schwankte 
zwischen einem 14 Jahre bis zu 4 Jahren. Die AuSentemperatur an 
den Untersuchungstagen lag zwischen + 10 bis + 23°C. 

Die Bestimmung des Blutzuckergehalts erfolgte nach der Mikro- 
methode von Hagedorn und Jensen. Im ganzen wurden 100 Hiihner 
untersucht. Zur Berechnung des Mittelwertes wurden nur jene Be- 
stimmungen herangezogen, bei denen beide Werte einer Doppel- 
bestimmung eine Differenz von héchstens 0,008 mg aufwiesen. 85% 
der gefundenen Werte konnten daher zur Errechnung des Mittelwertes 
verwendet werden. Die Resultate sind, in drei Gruppen geordnet, in 
folgenden drei Tabellen angefiihrt : 

Auf Gruppe I mit einem Durchschnittswert von 0,224°, Blut- 
sucker entfielen 18°, der untersuchten Tiere, auf Gruppe II mit einem 
Mittelwert von 0,251 °% 67°, und auf Gruppe IIT mit einem Mittelwert 
von 0,285 °, Blutzucker 15°, der untersuchten Tiere. Als Gesamt- 
mittelwert aus simtlichen Bestimmungen konnte ein Blutzuckergehalt 
von 0,253 °, berechnet werden. 

Zusammenfassend kénnen wir sagen, daB nur die in der Gruppe I 
ausgefiihrten Werte sich den von Scheunert und Pelchrzim annahern. 
Die von diesen beiden Autoren angegebenen Minimalwerte konnten 








Tabelle I. | 
Versuch "Doppele "| Mittelwerte | Vrauths. | “Doppel "| Mittelwerte 
tieres q bestiamungen | % tieres bestin:mungen | % 
11 ome 0,215 37 wane 0,229 
‘ 29 
29 —_ 0,216 95 oa 0,229 
99 ie “4 ome 0,230 
; | ; 
16 i 66 ooo | (0,280 
2 fi 93 Oe | (0288 
a || 9822 |g aap 52 0,253 | (0.288 
}  o222 | 0,238 af 
| SS | om 33 0,285 |] 0,285 





Mittelwert: 0,2249 %. 


1 Diese Zeitschr. 26, 382, 1910. 
? Journ. of labor. and clin. med. 10, 1925; zitiert nach den Ber. d. ges. 


Physiol. 84. 


23+ 








K. Schwarz u. K. Heinrich: 











0,247 











Tabelle 11. 

Veruchoe | eoDore | Mimeimere | Verach,  Dampai | Mitelven 
7 om 0,236 61 ona? | oar 
27 saat 0,237 72 oane 0,248 
98 = 0,237 88 rere 0,249 
47 0,287 0,287 62 one 0,249 
48 — 0,237 20 a 0,251 
30 0386 0,238 13 0,251 0,251 
28 eae 0,238 87 aes 0,252 
40 py oy 0,238 77 a 0,253 
69 0388 0,238 65 Hoon 0,253 
73 om 0,239 64 Ogee 0,254 
53 0,260 0,240 3 | — 0,254 
38 nor 0,241 49 0,254 0,254 
67 Hor 0,241 ao.| 2 0,258 
14 0j241 ‘0.241 76 Hoy 0,259 
36 —_ 0,241 71 a 0,260 
41 0,241 0,241 75 oo 0,261 
u | oa | om | ow | 8 | om 
17 ones 0,243 81 = 0,264 
9 O97 0,244 31 = 0,264 
70 ones 0,244 50 0,264 0,264 
85 not 0,244 4 Ones 0,265 
56 ng 0,244 74 Oae7 0,265 
35 0347 0,245 1 ease 0,266 
8 0,245 0,246 18 0,206 0,266 








werte 


47 


4s 


49 


49 


D1 
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Tabelle Il (Fortsetzung). 











Jedse, [Pesptoete <=") micstwerte | Mtoe, Einsstwere dor] aicatwert 
tieres bestimmungen J tieres bestimmungen | %o 
7 0,265 R77 ® 0,270 97 
78 0269 0,267 55 , 0,270 
; 0,265 _— 0,274 “ 
86 0.269 0,267 44 a8 0,274 
0,266 - 0,272 “ 
‘ on ’ O7% 
90 0,270 0.268 P44) 0.278 0,2 io 
68 0,268 0.268 Mittelwert: 0,2513 %. 
0,270 
Tabelle 111. 
Nr. des Einzelwerte der : Nr. des Einzelwerte der : 
Versuchs+ Doppel- Mittelwerte Versuchs Doppel- | Mittelwerte 
tieres bestimmungen O/6 tieres bestimmungen Fo 
0,276 - 282 
ys 0,276 45 0208 0,282 
. | 0,276 —_ 0,281 sii 
eg SS 0,276 82 0288 0,282 
i| - . 
. 0,278 4 . 0,286 . 
» | - ») = ‘ 
26 0278 0,278 46 ss 0,286 
\ 0,278 - ‘ 0,300 { ‘ 
9. | - c ») . 
24 0280 0,279 23 mn 0,300 
0,279 an - 0,301 ‘ 
= 0,279 ‘ r 0,304 an7 
79 0.281 0),280 5 0309 0,307 
29 0,380 0.280 Mittelwert: 0.2851 %. 





jedoch bei keinem unserer Versuchstiere festgestellt werden. Hingegen 
stimmen unsere Ergebnisse mit denen von Hanau iiberein, da der 
gréBte Teil der bei unseren Untersnchungen erhaltenen Werte auch 
innerhalb der von Hanau gefundenen Grenzen festgestellt wurde. 


Was nun die Ursache des hohen Blutzuckergehalts bei Hiihnern 
betrifft, so kénnen wir dariiber keine bestimmte Meinung AuBern; 
mdglicherweise besteht ein Zusammenhang zwischen Blutzuckergehalt 
und Kérpertemperatur, der bereits auch bei Menschen und Tieren 
festgestellt wurde. 


Gegen die hohen Blutzuckerwerte kénnte man vielleicht einwenden, 
daB in den Blutkérperchen enthaltene reduzierend wirkende Substanzen 
eine Erhéhung des Wertes herbeifiihren, die nicht auf den Blutzucker 
zu beziehen ist. Gegen diesen Einwurf kann die Arbeit von Lyttkens 
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und Sandgren' angefiihrt werden, welche das Reduktionsvermégen vo, 
Blutkérperchen vor und nach der Garung bestimmten und gefundey 
haben, daB der Blutzuckerwert nach der Garung nur um 0,(4' 
differierte. 


Die Ergebnisse unserer Untersuchungen lassen sich in folgend 
SchluBsétze zusammenfassen: 

1. Der mittlere Blutzuckergehalt bei Hiihnern, erhalten dure! 
Doppelbestimmungen an 100 Versuchstieren nach der Mikromethvod 
von Hagedorn und Jensen, von denen 85°, zur Berechnung der 
Mittelwerte herangezogen wurden, betragt 0,253 %. 

2. Die bei einzelnen Hiihnern gefundenen Werte schwanke: 
zwischen 0,212 bis 0,309%; 18% der untersuchten Hiihner zeigtey 
Blutzuckerwerte zwischen 0,212 und 0,235 °%, 65,88°%, zwischen 0,236 
und 0,275 % und 15,29 % zwischen 0,276 und 0,309 %. 


! Diese Zeitschr. 86, 261, 1911. 
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Uber den normalen Blutzuckergehalt 
beim Hunde und seine physiologischen Schwankungen. 


Von 
Karl Schwarz und Herwig Hamp. 
(Aus dem physiologischen Institut der Tierérztlichen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 7. Februar 1928.) 


Der Blutzuckergehalt gilt bei den einzelnen Tieren als sehr konstant. 
Diese Konstanz mu8 beim normal ernahrten Tiere der Ausdruck eines 
Gleichgewichtszustandes sein zwischen dem aus der Nahrung stammenden 
resorbierten zuckerbildenden Material, seiner Speicherung im Kérper 
und dem Zuckerverbrauch, zu dessen feinerer Regulierung nervése 
wie hormonale Einfliisse in Erscheinung treten. Aus dieser Uberlegung 
heraus ergeben sich zweifellos Schwankungen des Blutzuqkerspiegels, 
die als physiologisch angesehen werden kiénnen. Wenn wir demnach 
von einem normalen Blutzuckerweért sprechen wollen, so diirfen wir 
darunter nur den eines im Stoffwechselgleichgewicht und im’ Zustande 
kérperlicher Ruhe befindlichen Tieres verstehen, bei dem die durch 
die Resorption von zuckerbildenden Nahrungsstoffen hervorgerufene 
Steigerung des Blutzuckerwertes bereits abgeklungen ist. 

Betrachten wir von diesen Gesichtspunkten aus die in der Literatur 
niedergelegten Angaben iiber den normalen Blutzuckerwert beim 
Hunde, so sehen wir, dab bei den meisten vorliegenden Untersuchungen 
obige Bedingungen nicht erfillt worden sind, wodurch die grofen 
Schwankungsbreiten, die zwischen 0,046 und 0,250°%, bei den Tieren 
liegend angegeben werden, ihre Erklirung finden diirften. 

Da wir ferner annehmen, daB bei andauernder Unterernihrung 
der Blutzuckerspiegel sinkt und bei andauernder Uberernihrung steigt, 
so erscheinen mir auch die Blutzuckernormalwerte neuerer Autoren, 
wie Fujii', Barbour und Herrmann*®, Bodansky*, Hirschfeld*, Bertram 


1 Tohoki Journ. of exper. med. 3, 1922. 

2 Journ. of pharm. and exper. Ther. 18, 192). 
%’ Journ. of biol. Chem. 56, 1923. 

* Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 37, 1923. 











352 K. Schwarz u. H. Hamp: 


und Bornstein! und Morgulis?, welche die Blutentnahme zwar vicle 
Stunden nach der letzten Futteraufnahme titigten, noch innerha|), 
zu weiter Grenzen zu liegen — als Schwankungsbreite ist aus den 
zitierten Untersuchungen 0,070 bis 0,120°%, zu entnehmen —, als dal 
sie den physiologischen Schwankungen des Niichternwertes entsprechen 
diirften. 


Da es uns zur Lésung gewisser Stoffwechselfragen notwendig 
erschien, Versuchstiere zu erhalten, welche durch Wochen hindurch 
einen sehr konstanten Blutzuckerwert aufweisen sollten, haben wir 
es unternommen, der Frage nach der Konstanz des Blutzuckerwertes 
und seinen physiologischen Schwankungen niherzutreten, um die 
Bedingungen sicherzustellen, unter denen bei einem ernihrten Tiere 
durch Wochen hindurch auf einen konstanten Blutzuckerwert zu 
rechnen ist. 


Die Aufgabe erschien nicht schwer, wenn man unter Zugrunde. 
legung der oben angefiihrten Bedingungen den Blutzuckerwert fest. 
zustellen versucht. Diese Bedingungen sind ausreichende Erniihrung 
entsprechend dem Energiebedarf des ruhenden Versuchstieres, kérper- 
liche Ruhe, Blutentnahme zu einer Zeit, in der die durch Resorption 
zuckerbildender Nahrungsstoffe erzeugte Blutzuckersteigerung bereits 
abgeklungen ist und Aufenthalt der Versuchstiere in gleichmibig 
temperiertem Raume. Da auch angegeben wurde, ich verweise besonders 
auf die Arbeit von Shaffer*, daB psychische Einfliisse eine Steigerung 
des Blutzuckerwertes bedingen sollen, haben wir auch darauf geachtet. 
ohne jedoch bisher an unseren allerdings an das Laboratorium ge- 
woéhnten Hunden eine derartige Beobachtung bestitigen zu kénnen. 


Unsere Untersuchungen bezwecken daher einerseits, festzustellen, 
ob unter den angegebenen Bedingungen bei Hunden ein konstanter 
Blutzuckerwert zu erzielen ist, wie groB im Falle des Auftretens von 
Schwankungen diese sind und wie lange bei einer ausreichenden Er- 
nahrung die durch die Resorption zuckerbildender Nahrungsstoffe cic 
Steigerung des Blutzuckerwertes anhiilt. 


Zur Blutzuckerbestimmung kam die Mikromethode von Hagedorn- 
Jensen zur Anwendung, die, mit 0,1 com Blut ausgefiihrt, eine oftmalige 
Blutentnahme bei einem und demselben Tiere ohne Schaden erlaubt 
Die Blutentnahme erfolgte 20 bis 21 Stunden nach der letzten Fiitterung 
aus der Ohrvene (ohne Aniasthesie). Die Tiere wurden taglich zur 
gleichen Stunde gefiittert und erhielten ein Normalfutter, bestehen: 


1 Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 37, 1923. 
2 Amer. Journ. of Physiol. 68, 1924. 
3 Journ. of biol. Chem. 19. 
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Tabelle 1. Hund Nr. 5. 





Datum 


der Fitterung | 


14. IT. 
15. I. 
16. IL. 
17. Il. 
is. II. 
19. TL. 
20. I. 
7. @. 
23. I. 
23. II. 
24. II. 
25. I. 
26. IL. 
27. Il. 
28. II. 
1. U1. 
2. II. 


Art der Futterung 


Normalfutter 


Keine Nahrung, 
nur Wasser 


Dasselbe 


Normalfutter 


” 


Normalfutter, 
etwas Knochenmehl | 


Dasselbe 


Datum 
der Blutentnahme 


16. 


17. 


19. 


20. 


28. 


1. Til. 


2. Hl. 


Il. 


Il. 


Il. 


Il. 


Il. 


Blutzucker 





0 
0 


0,110 
0,109 
0,109 


0,110 
0110 
0,107 


0,110 
0,110 
0112 


0,112 
0,110 


0,111 
0,115 
0,115 


0,112 
0,110 


0,111 
0,115 
0,114 
0,116 


0,103 
0,101 


0,099 
0,099 
0,096 
0,097 


0,103 
0,103 
0,101 
0,102 


0,112 


0,113 
0,115 
0,109 


0,110 
0,110 
0,108 


0,113 
0,115 
0,116 
0,111 


0,110 
0,112 
0,110 


Mittelwert 


0,108 


0,109 


0,110 


0,111 


0,113 


0,111 


0,114 


0,102 


0,096 


0,102 


0,112 


0,112 


0,109 


0,113 


0,110 
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Tabelle I (Fortsetzung). 














} Biutzucker 
Datu 7 Dat 
doo Wiehenen ‘ | Art der Fiitterung ése Ghidentectens “ — 
. 0,108 
3. II. Normalfutter, 4. Ill. 0,107 0,107 
etwas Knochenmehl 0.107 
0,110 
4. TI. Dasselbe 5. I. 0,110 0,109 
0,108 
0,111 
5. TI. ‘a 6. TIL. 0.111 0,111 
0,113 
0,108 
ey : 8. IIT. 0,105 0,108 
: ‘ 0,107 
0,111 
8. TIT. Hunger 9. TIT. 0,113 0,111 
0,110 
0,097 
9. IT. Hunger, Wasser 10. TIT. 0,097 0,097 
0,097 
0,096 
10. TT. Dasselbe 11. O11. 0,092 0,094 
0,098 
. 0,098 
11. II. Normaltutter 12. II. 0,095 0,097 
0,099 
12.10. | p 13. 1 0,099 0,099 
13. III. 0,107 _ 
14. TIL , pehers 0,108 —_ 
0,108 
15. TT. si 16. ITI. 0,109 0,108 
0,107 
Tabelle IJ. Hund Nr. 4. 
is Tihs | Blutzucker 
D : Dat 
pom Pattorung | Art der Fiitterung der Blutentnahme % | Mittelwert 
18. I. Normalfutter | 19. IL. 0088 0,100 
0,100 
19. II. _ 20. II. 0.100 0,100 
20. IL. o 0,094 . 
21. II. - | 2 0.097 0,095 











1 


wert 


”) 
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Datum 


der Futterung 


22. 


Il. 


Il. 


Il. 


. 


. Tl. 


. I. 


. TI. 


. U1. 


. I. 


It. 
Il. 


. Ti. 


. Il. 





Tabelle Il (Fortsetzung). 


Art der Fitterung 


Normalfutter 


Hunger 


Normalfutter 


500 ¢ Fleisch (mager) 


500g Fleisch (mager) 


500 g Fleisch 


200 g Fleisch, 
1), Liter Milch 


Normalfutter 


120g Keks 
40 g¢ Wirfelzucker 


Datum 


| der Blutentnahme 


23. 


Il. 


Il. 


oe 


. Til. 


. Til. 


3. TT. 


. HT. 


. Ti. 


. TL. 


. Il. 


. i. 


. TL 


oo 


| 


0,092 
0,094 
0,094 
0,094 


0,092 
0,090 
0,092 


0,089 
0,089 
0,088 
0,087 


0,082 
0,082 
0,078 


0,091 
0,093 


0,099 
0,099 


0,095 
0,095 
0,096 


0,101 
0,101 
0,103 


0,105 
0,105 
0,103 


0,105 
0,107 
0,103 


0,103 
0,102 
0,101 
0,102 


0,098 
0,096 
0,095 
0,095 


0,098 
0,099 


0,099 
0,099 
0,101 


Blutzucker 








Mittelwert 


0,093 


0,091 


0.088 


0,080 


0,092 
0,099 
0,095 
0,102 
0,104 


0,105 


0,102 


0,096 
0,097 


0,099 
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Tabelle II (Fortsetzung). 





Datum 
der Fiitterung 


10. TIL. 


12. II. 


13. IIT. 
14. II. 


Art der Fitterung 


120¢ Keks 
40g Wiirfelzucker 


80g Keks 
80g Wirfelzucker 


60¢ Keks 
80 ¢ Wiirfelzucker 


Normalfutter 


Datum 


der Blutentnahme 


11. Il. 


12. III. 


13. IIT. 


15. TIL. 


16. IT. 


Blutzucker 





Fg 
0.1038 
0,105 
0,101 
0,106 


0.101 
0,095 
0,101 


0,098 
0,096 


0101 
0,100 


0,101 
0,099 
0,098 
0,102 


Tabelle III. Hund Nr. 4 (Kontrolltier). 


Mittelwert 


0,104 


0,099 


0.097 


0,101 


0,100 





Datum 
der Fitterung 


19. II. 


25. II. 


2. III. 


7. I. 


aus gekochtem Fleisch 


Art der Fiitterung 


Normalfutter 


| Datum 
| der Blutentnahme 


{ 


20. II. 


22. II. 
24. Tl. 
26. II. 
3. I. 


8. I. 





%o 


0,108 
0,104 


0,105 
0,109 


0,108 
0,112 
0,108 
0,108 


0,106 
0,104 


0,106 
0,106 


Mittelwert 


0,106 


0,107 
0,110 
0,108 
0,105 


0,106 


, Reis und Milch von gleichmaBiger Zusammen- 


setzung, und zwar tiglich entsprechend 50 Cal pro Kilogramm. Nach- 
dem die neu eingestellten Tiere das Futter wenigstens wihrend 3 Tage 
restlos und innerhalb weniger Minuten aufgenommen hatten, wurde 


mit der Blutzuckerbestimmung begonnen. 


Betrachtet man zunéchst die Blutzuckermittelwerte der niichternen 
Tiere, denen innerhalb einer normalen Fiitterungsperiode das Blut 20 bis 
21 Stunden nach der letzten Nahrungsaufnahme entnommen wurde, so 
findet man, wie die folgenden Tabellen zeigen, sehr geringe Schwankungen 
des Niichternwertes bei einem und demselben Tiere. 





Ne 
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Tabelle IV. Hund Nr. 4. 





Normale Fitterungsperioden Blutzucker in °/9 


Dewm és fj ————_________ 





Blutentnah Mittelwert Mittelwert 
Ansebl | Dauer 3 ae an den einguingn Tagen der guatinen Perioden 
19. II. 0,100 
1 18. bis 21. II. 20. II. 0,100 0,0986 
22. IL. 0,095 
27. Ii. 0,092 
2 | 26.11. bis 2. Til. 1, TIT. 0,099 0,095 
2. TI. 0,095 
aon 8. ITI. 0,096 - 
3 6. bis 9. TI. 9 TIL 0.097 0.0965 
Mittelwert aus allen drei Normalfiitterungsperioden 0,097°, Blut- 
zucker. Mittlerer Fehler der Einzelbestimmung + 1,8 mg. 


Tabelle V. Hund Nr. 5. 





Normale Futterungsperioden 


Blutzucker in °/y 
— — Datum der - 











Zahl Dever semprennes an Py Tagen der ae Perioden 
1 14.11. bis 22. II. 15. IL. 0,108 
16. II. 0,109 : 
17. UL. 0,112 : 
18. Il. 0,114 9.111 
19. IL. 0,113 
20. I. 0,111 
2 |: | (018 
2 | 24.11. bis 9. IT. 26. II. 0,112 
27. Il. 0,112 
1. II. 0,109 
2. Il. 0,113 
38. Il. 0,110 
4. TIL. 0,107 6108 
5. OH. 0,109 
6. Ul. 0,111 
8. IIT. 0,108 
9. TLL. 0,111 





Der mittlere Fehler jeder Einzelbestimmung betrug in der ersten Periode 
+ 2,3 mg, in der zweiten Periode + 1,9 mg. 


Tabelle VI. Hund Nr. 6. 





D di D: Mittel | : 

normalen Fastecnngepectede der Biatentechae an den alee Tagen Mittelwert 
18. II. bis 8. IIL. 20. II. 0,106 
22. IL. 0,107 

24. II. 0,110 = 

Ss ae 0,108 0,107 
8. II. 0,105 
8.1. | 0,106 


Der mittlere Fehler jeder Einzelbestimmung betrégt + 1,8 mg. 
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Die gréBten Abweichungen vom errechneten Mittelwert betrugen bei 
Hund Nr. 4 0,003 bis 0,005, bei Hund Nr. 5 0,0035 und bei Hund Nr. 6 
0,003 bis 0,002 mg in 100 ccm Blut. 

Aus oben angefiihrten Untersuchungen geht hervor, daB bei ein und 
demselben Hunde bei ausreichender Fiitterung und der Blutentnahme 
etwa 20 bis 21 Stunden nach der letzten Fiitterung der Blutzuckergehalt 
sehr konstant gefunden wird; dabei zeigten die Hunde Nr. 5 und 6 fast 
die gleichen absoluten Werte, wihrend Hund Nr. 4 einen Mittelwert von 
0,097 % aufwies. Wieweit die absoluten Werte bei ausreichender Fiitterung 
und Blutentnahme unter denselben Bedingungen schwanken kénnen, 
dariiber kénnen meine Versuche, da sie nur an drei Hunden ausgefiihrt 
wurden, keinen sicheren AufschluB geben. Immerhin erscheint es héchst 
unwahrscheinlich, daB die in der Literatur angegebenen groBen Schwankungs- 
breiten fiir den normalen Blutzuckerwert beim Hunde richtig sind. 

L&Bt man ein Tier, das vorher ausreichend gefiittert wurde, hungern, 
so findet man, da die Blutzuckerwerte am zweiten Hungertage zu sinken 
beginnen. 


Tabelle VII. 
Hund Nr. 4. Letzte Fiitterung: 21. IT. 


ck. Menpertag Se. Ti. .. . ss Se. OOS 
2. ” eae 
3. ie aes Vos Oe 
4. 9% SS re ae 
5. o» a + 6 «ue oe ee 
Nach der Wiederfiitterung: 
l. Tag nes 4) .0 -ole » a ee 
ie 1. iil. is te Ae Sg Ss Fe 


Tabelle VIII. 
Hund Nr. 5. 1. Hungerperiode. Letzte Fiitterung: 21. II. 


5. Seeman Ge 3k. 6k ace e « e + QO 

2. ms Ee ee eee 

3. 2 i, Bee x w aeee ee 3 ee 
Nach der Wiederfiitterung: 

1. Tag ae + os 6 ee we 

~~ a 5h we, oe 8 8 eee 


2. Hungerperiode. Letzte Fiitterung: 8. IIT. 


i. Mumpettes 9.505. ... » - - «+ + OM 
2. Pee Se ae. to RT 
3. ac Sees 40s 550 soo ee 
Nach der Wiederfiitterung : 
1. Tag Se ie! tl ecel ae ko ca 
Ss ae Oe, le > eked ae eco sn 
3. und 4.Tag 15.11]. ....... . 0,107 
5. Tag BO. Tihs. ec ec en EO 


,orl 


um 


steis 
Hun 
Tag’ 

ind 


eme 
Nr. 
nac 
tren 
dure 


Blut 


fit 
gar 
geg 
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Diesen folgt ein weiteres Sinken an den anschlieBenden Hungertagen, 


um einen Tag nach dem Wiederbeginn der Fiitterung sofort wieder anzu- 
steigen, um bei Hund Nr. 4 am dritten Tage, bei Hund Nr. 5 in der ersten 
Hungerperiode am zweiten Tage, in der zweiten Hungerperiode am vierten 
Tage wieder die Norm zu erreichen. Diese Ergebnisse sind in den Tabellen VII 
und VIII zusammengestellt. 


Um nun festzustellen, ob die Art des Futters bei gleichem Energiegehalt 


einen EinfluB auf die GréBe des Blutzuckerwertes habe, wurden mit Hund 
Nr. 4 Untersuchungen in der Art angestellt, daB Hund Nr. 4 durch 4 Tage 
nach einer vorhergehenden Normalfiitterungsperiode) ausschlieBlich fett- 
freies Fleisch, hierauf nach einer zweiten normalen Fiitterungsperiode 
durch 4 Tage nur Keks und Zucker (50 Cal pro Kilogramm) erhielt. Die 
Blutzuckerwerte sind aus den untenstehenden Tabellen ersichtlich. 





ain 1396p a Keks 7 Zucker 
lo lo 

3. IL. 0,102 10. II. 0,099 

4. TI. 0,104 11. I. 0,104 

5. U1. 0,105 12. IIT. 0,099 

6. TH. 0,102 13. II. 0,097 


Der durchschnittliche Blutzuckerwert nach ausschlieBlicher Fleisch- 


fiitterung betrug 0,103%, nach Keks-Zuckerfiitterung 0,0999%. Die 
ganze auftretende Steigerung der Blutzuckerwerte ist in beiden Fallen 
gegentiber der Normalfiitterungsperiode minimal. | 


Tabelle IX. 


Hund Nr. 5. Blutzuckerwert vor der Fiitterung: 0,097. 
Fiitterung: Normalfutter 10 Uhr vormittags. 








| a. | SS a 
il 
12, TH. Lin 1h a 0,140 
12 30’ 2 30’ ~e 0,147 
13 30 3% er 0,125 
14 30 4 30 | oS 0,117 
19 50 9 50 er 0,109 
23 12 | ere 0,1015 
13. 11. 6 20 | — 0,102 


10 24 | 0,099 0,099 
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Tabelle X. 
Hund Nr. 6. Blutzuckerwert vor der Fiitterung: 0,107. 
Fiitterung: Normalfutter 10 Uhr vormittags. 








_ Tag der Zeit der Zeit nach der oe See inion 
Untersuchung | Blutentnahme | Fitterung %/, Mittelwert 
ny , U 0,184 Qc 
15, Tl. 11430 1h30 0,136 0,135 
9: 9: 0,146 
12 30 2 30 0.143 0,144 
0,122 EL 
14 4 CIs 0,121 
| 0,120 
i 17 30 7 30 0,124 0,120 
0,118 
| 0,116 
20 30 10 30 0,120 0,116 
0,114 
‘ 0,108 
24 | 1280 0108 0,108 
| | 0,108 
16.0. | 7 30 20 0109 | 0,108 
0,107 
Tabelle XI. 


Hund Nr. 4. Blutzuckerwert vor der Fiitterung: 0,101. 
Fiitterung: Norrialfutter 10 Uhr vormittags. 








15. Ul. 1115’ 1h15' oie 0,117 
12 15 2 15 O80 0,130 
14 30 4 30 eT 0,120 
17 20 7 20 | 0,109 
20 15 10 15 Her 0,104 
23 15 12 | Sioe | (Otoe 
| 0,101 
16. Il. 10 23 | Ones 0,100 





ans -— & 
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or 
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Um gleichbleibende Blutzuckerwerte zu erhalten, ist es notwendig, 
nicht allein die Tiere gleichméBig und ausreichend zu fiittern, sondern 
auch die Blutentnahme eine bestimmte Zeit nach der Nahrungsaufnahme 
vorzunehmen. 

Welchen Einflu8 die Zeit nach der Blutentnahme nach der Futter- 
aufnahme auf die Blutzuckerwerte nehmen, ist durch die vorstehenden Ver- 
suche klargelegt, bei denen nach der Futteraufnahme stiindlich durch 
mehrere Stunden innerhalb verschiedener Intervalle der Blutzuckergehalt 
festgestellt wurde. 

Aus diesen Beobachtungen geht hervor, daB der Blutzuckerwert 
bereits eine Stunde nach der Fiitterung rapid ansteigt, um 2 bis 3 Stunden 
spiter seinen Héhepunkt zu erreichen. Hierauf erfolgt ein langsames 
Absinken, bis schlieBlich in der zwélften Stunde nach der Futteraufnahme 
die Norm sicher wieder erreicht wird. Aus diesen Befunden erkléren sich 
wahrscheinlich manche der hohen normalen Blutzuckerwerte, die in der 
Literatur niedergelegt sind. 

Fassen wir die Ergebnisse unserer Untersuchungen kurz zusammen, 
so ergeben sich folgende SchluBsitze: 

1. Bei einem und demselben Hunde ist der Blutzuckerwert sehr 
konstant, wenn bei ausreichender und gleichmaBiger Fiitterung, stets 
gleichbleibender Art der Blutentnahme, wenigstens 12 Stunden nach 
der Futteraufnahme untersucht wird. Die Schwankungen an den 
einzelnen Tagen betrugen nur 0,004 bis 0,006 mg pro 100 ccm Blut. 

2. Die absoluten Blutzuckerwerte sind bei den unter gleichen 
giinstigen Ernahrungsbedingungen gehaltenen Hunden sehr wenig von- 
einander verschieden gefunden worden. | 

3. Hunger wird von einem gut ernahrten Tiere bereits am zweiten 
Tage mit einem Sinken des Blutzuckerwertes beantwortet. 

4. Einseitige Ernahrung, d.h. reine Fleischnahrung oder fast 
reine Kohlehydratnahrung, vorausgesetzt, daB sie dem Energiebedarf 
entspricht, beeinfluBt den Blutzuckerwert nicht. 

5. Der Blutzuckerwert steigt kurze Zeit nach der Nahrungs- 
aufnahme rasch an, erlangt in der zweiten bis dritten Stunde seinen 
Héhepunkt, um etwa in der zwélften Stunde wieder den Niichternwert 
zu erreichen. Die festgestellten Maximalwerte liegen 28 bis 50°, tiber 
dem normalen Niichternwert. 


Biochemische Zeitschrift Band 194. 24 











Untersuchungen iiber die Beziehung 
des Blutzuckergehaltes zur Milchproduktion bei Kiihen. 


Von 
Karl Sehwarz und Egon Mezler-Andelhberg. 
(Aus dem physiologischen Institut der Tierérztlichen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 7. Februar 1928.) 


Widmark und Carlens' haben im Jahre 1925 eine Arbeit iiber 
, Blutzuckerkonzentration bei Kiihen unter EinfluB der Lactations. 
intensitat‘‘ veréffentlicht ; sie konnten bei Galtkiihen im Mittel 0,085 °, 
Blutzucker (Grenzwerte 0,062 bis 0,129 %), bei Farsen im Mittel gleich- 
falls 0,085 % und bei Milchkiihen auBerordentliche niedrige Blutzucker- 
werte, die zwischen 0,040 und 0,061 % lagen, feststellen?. Sie glauben 
damit den Nachweis erbracht zu haben, daB eine Beziehung zwischen 
Blutzuckergehalt und Milchproduktion in dem Sinne besteht, daB mit 
zunehmender Milchleistung die Blutzuckerkonzentration zuriickgeht ; 
sie haben daher auf Grund dieser Befunde auch der Meinung Ausdruck 
gegeben, daB das Kalbungsfieber méglicherweise als ein hypoglykami- 
sches Koma aufgefaBt werden kénnte. 

Diese Befunde sind um so auffallender, als Schwarz*, der 100 Rinder 
ohne Riicksicht auf Geschlecht und Lactation auf den Blutzuckergehalt 
untersucht hat, ungemein konstante Blutzuckerwerte feststellen konnte, 
die im Mitte] aus simtlichen Untersuchungen mit 0,082 °%, errechnet 
wurden und die in 60°, der untersuchten Tiere zwischen 0,075 und 
0,090 %, schwankten. Diese von Schwarz festgestellten Zahlen stimmen 
auch vollstandig mit den von Widmark und Carlens bei Galtkiihen und 
Farsen erhobenen Mittelwerten iiberein. 

Die von Widmark und Carlens behauptete Beziehung zwischen 
Milchleistung und Blutzuckerkonzentration hat uns nun veranlabt, 
diese Frage an einem gréBeren Material als es Widmark und Carlens 
zur Verfiigung stand, nachzupriifen, da mit einer Sicherstellung der 
von Widmark und Carlens behaupteten Beziehung auch ein weiterer 
Schritt in der Aufklarung der Atiologie des Kalbungsfiebers getan ware. 








1 Diese Zeitschr. 156, 81, 1925. 
2 Vgl. K. Schwarz, ebendaselbst 194, 328, 1928. 
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Dem liebenswiirdigen Entgegenkommen des Herrn Rudolf Lampel 
verdanken wir die Méglichkeit, in seinem Gute Sternhof bei Wien, das 
einen Bestand von nahezu 200 fast durchweg hochmelkenden Kihen 
hat, Blutproben von solchen Kiihen zu entnehmen, bei denen die Milch- 
leistung und die Fiitterungsart ganz genau aufgezeichnet sind. 

Die Untersuchungen wurden nach der von Hagedorn und Jensen 
angegebenen Methode ausgefiihrt. 

Die Resultate unserer Untersuchungen, soweit sie von Kiihen 
stammen, deren Milchleistung mit Sicherheit feststellbar war, sind in 
der ersten der beiliegenden Tabellen nach der Milchmenge zusammen- 
gestellt. Aus dieser geht hervor, daB der Blutzuckergehalt bei diesen 
Milchkiihen zwar geringere Werte aufweist als fiir Galtkiihe und Farsen 
von Widmark und Carlens und fiir Rinder im allgemeinen von Schwarz 
festgestellt wurde, jedoch eine sichere Beziehung zwischen Milch- 
produktion und Blutzuckerkonzentration in der von Widmark und 
Carlens behaupteten Weise keineswegs zu konstatieren ist. 

Die Durchschnittswerte waren: Bei Kiihen mit einer Milchleistung 


won 36 tin 89 Edter «.. «2 we 78 mg 
13 eee a oe eee 69 ,, 
so Me @ we £8 ewe 8 65 ,, 
- a eae are 63 ,, 
unter Bei? Sry ote ea 73 ., Zucker 


in 100g Blut. 

Eine Zusammenstellung nahezu aller Untersuchungsresultate nach 
dem Blutzuckergehalt, in der Kiihe sowohl in allen Lactationsstadien 
als auch gravide und trocken stehende einbezogen sind, ergab auch 
keinen Anhaltspunkt, der als Beweis fiir die Behauptungen von Widmark 
und Carlens gedeutet werden kénnte. 

Durch die in Tabelle II zusammengestellten Befunde konnte fest- 
gestellt werden, daB: 

4,3°%, der untersuchten Milchkiihe einen Blut- 


zuckergehalt zwischen ........ 40 bis 50 mg 
20,6% der untersuchten Milchkiihe einen Blut - 

zuckergehalt zwischen ....... . So Cin 
44,5% der untersuchten Milchkiihe einen Blut- 

zuckergehalt zwischen . ...... . Dis Wx 
30,4°% der untersuchten Milchkiihe einen Blut- 

suckergenalt Gher . . . 2 + 2 seo 7 


aufwiesen. 

In allen Gruppen dieser Tabelle finden sich Kiihe mit sehr groBer 
Milchleistung, sei es, daB sie noch ein Saugkalb hatten oder eine sehr 
groBe Melkleistung zeigten, wie auch trachtige und trocken stehende 
Kiihe. 


24° 
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Eine weitere Zusammenstellung der Untersuchungsergebnisse 
wurde nach der Lactationsdauer vorgenommen. Es war fiir diese 
Untersuchung besonders wertvoll, daB es uns durch das Entgegen. 
kommen des Vorstandes der geburtshilflichen Klinik, Prof. Dr. Benesch. 
erméglicht wurde, dem Kuhbestand dieser Klinik Blutproben zy 
entnehmen. 

Dadurch war es mir méglich, mehrere Kiihe in den ersten Tagen 
der Lactation zu untersuchen. 

Wie aus Tabelle III hervorgeht, wurde bei einer Lactations. 
dauer von 


bis zu 1 Woche ein Durchschnittswert von ... . 60mg 
+» »» 2 Wochen ,, sf a ee nae a tae 
ao ete és - w ge tiis..2 Gaul ot Wes 
ss »» 2 Monaten ,, - Sn a a 
wo «o 4 99 99 - es il a eres ae 
oe age 9 oo 99 ee ee 
von 6 Monaten bis zu einem Jahr ein Durchschnitts- 
ig a tele cd arg IR to l gu li a l et Le 68 ,, 


von iiber einem Jahr ein Durchschnittswert von . . 74 ,, 


Blutzucker in 100 g Blut gefunden. 

Aus dieser Tabelle geht jedenfalls die Tatsache hervor, daB mit 
der Dauer der Lactation die Blutzuckerkonzentration wieder steigt 

SchlieBlich konnten wir, ebenfalls an der geburtshilflichen Klinik. 
an drei Kiihen vor und nach dem Abkalben Blutzuckeruntersuchungen 
ausfiihren (Tabelle IIIb). 

Wir fanden dabei, daB der Zuckerwert zwar relativ niedrig war, jedoch 
keine plétzliche Abnahme des Blutzuckers nach dem Abkalben mit 
dem Einsetzen der Milchproduktion auftrat. 

Zusammenfassend lassen sich die Resultate unserer Arbeit in 
folgenden Leitsaitzen darlegen: 

1. Der Blutzuckerwert ist bei Milchkiihen im allgemeinen auch 
bei reichlicher Fiitterung niedriger als bei anderen, nicht milchgebenden 
Rindern, die nach Schwarz einen Durchschnittsblutzuckergehalt von 
82 mg in 100g Blut zeigten. 

Die Blutzuckerwerte der untersuchten Milchkiihe bewegten sicli 
zwischen 43 bis 90 mg in 100g Blut, wobei 


5% der untersuchten Tiere ........ 40 bis 50 mg 
20% " ee eee a + 
45% ,, # at inte h erasth ape MMM 
20% » v» petits ohttus orn es Se a 
10% ,, a a ee ae ae iiber 80 ,, 


Blutzucker in 100 g Blut aufwiesen. 


Di 
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Nisse Tabelle z. 
liese J Die untersuchten Kiihe, bei denen die Milchleistung sicher festgestellt 
gen. werden konnte, sind nach ihrer Milchleistung geordnet. 
esch, - — : 
i Zu Nr. des Alter Milchleistung “alee . +4 . Mittelwert 
Versuchstieres J : 
| ahre Liter mg mg 
agen | - | Ms | 78 © 
1 ! ( | 17 85 80 = 
ons- i 4 83 = 
11 | 5 16 87 85 2 
w | 3 57 be 
| = 
' 78 e 
7 | 61/5 15 85 81 ‘= 
i} = 
I ‘ 88 = 
y 8 15 89 88} 5 
Durchschnittswert 78 mg 
67 . 
72 ™ 
12 6 14 72 72 
mit . 
, 66 , 
igt 20 10 14 59 63 
nik, P 84 , 
24 | 8 14 81 / 83 
gen 
en 1] 67 - 
26 | 7 14 | 73 70 § 
och = 
81 w- |= 
mit 27 | 8 14 74 7) + 
68 = 
42 5 14 70}-= 
in | 72 pa 
10 | 7 13 — | 80, 
ich | = 
len 17 8 13 | — 68 = 
ron | | = 
| ‘ | 51 = 
18 | 8 13 | 47 49 
ich 7 64 . 
22 | 5 13 | - 62 
! , 72 
23 8 13 | 75 73 
‘ 59 
231, 8 13 | 57 BS 
, 59 
26,, 6 | 13 ; 58 59 
| Durchschnittswert 69 mg 




















366 K. Schwarz u. E. Mezler-Andelberg: 
Tabelle I (Fortsetzung). 
veNtyde Ae oe Milchleatung | Blutruckergehalt | Mistetwer: 
l - a socal 
5 9 12 S 78 
14 5 12/, 4 71 
16 5 12 = 48 
21 4 | 42 4 56 
34 SS ae = 70] 2 
40 8 12 - 66 | 2: 
24, 8 121/, = 54 2 
19 10 | 11M — 78 % 
35 8 111/, = 61 : 
251 9 11, = 61 : 
15 8 , = 61 
28 7 i = 63 
36 8 it = 74 
41 a. il - 65 
i ; “Durehschnittswert 65 mg 
3 5 10 +4 60 
4 | s 10 = 70 
6 ee a | = m1) § 
ee oe 10 4 63 |= 
38 | 9 10 a 68 z 
or 8 10 7| = 
” Sill tia 10 om 53 | 5 
22, 7 10 = 43 
2m | : i-7. = 67 








Durchschnittswert 63 mg 


or 


if 





eer Ree ETE 
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Nr. des 


\Versuchstieres Jabre 
30 8 
31 11 
32 5 
33 5 
29 5 


Milchleistung 
Liter 


8 


8 


21, 


Tabelle Il. 


| 


Blutzuckergehalt 
in 100 g Blut 
mg 


70 
67 
69 
71 
70 
75 
76 
78 
82 
76 


Mittelwert 
mg 
69) . 
701 5 
= 
Ee 
72;°235 
zs 
.|s= 
7714 
79) = 





Durchschnittswert 73 mg 


Die Untersuchungsergebnisse zusammengestellt nach dem Blutzuckergehalt. 





__ Nr. des Alter 
Versuchstieres Jabre 
—_ — = 
6 }= Fe. 5 
SP ES 
i8 | #s _— 8 
2 a 
2335 
10,4 = § oe 9 
Ss of: 
Zea e 
§ - 7 
“iI = + 
N 
32, 6 
x 
Su ~ 5 
Z » 
a = 
re = 6 
| Bs 6 
be 
16, 3 z 7 
“at | 9 
? as 
2 RS 8 
Fe | 
‘ 46 | 
214 3m | 8 
3 
3 
ly = 11 
21 8 





Milchleistung 
Liter 


mit Kalb seit 
22 Tagen 


10 


mit Kalb se.t 
5 Tagen 


Schwergeburt 
vor 19 Tagen, 


| 


gute Milchleist. | 


gravid 
10 


gravid 


mit Kalb seit 
12 Tagen 


14 
121), 


mit Kalb seit 
17 Tagen 


12 


Blutzuckergehalt 
in 100g Blut 


mg 


45 
53 
51 
47 
48 
50 
46 
40 
53 
46 


50 
50 
52 
49 
54 
51 
54 
52 
52 
54 
50 
57 
53 
55 


52 
58 
55 
57 


Mittelwert 
mg = 
48 
49 


49 


z 




















368 K. Schwarz u. E. Mezler-Andelberg: 
Tabelle II (Fortsetzung). 
vet des Alter Milchleistung | Pitog‘s Mittelwer: 
ae i Jahre a Liter mg mg 
: mit Kalb seit 56 RA 
19] ° 1 Tage BR 57 
, S mit Kalb seit 56 _ 
29), « E 9 4 Tagen 58 = 
ce P 59 
5 >... 8 13 58 
a: 57 
24,, s3 4 154, - 58 
nf -25 6 13 59 58,5 
; a5 it Kalb sei ro 
+ & mit Kalb seit 
9 3s s 7 Tagen 61 59 
sxe mit Kalb seit | 60 ‘“ 
18), BS 8 11 Tagen 58 ed 
2h 4 mit Kalb seit 60 x 
Bu} 5 ' 14 Tagen 58 ” 
38, ) 5 121/, Pa 59 
3 5 10 o 60 
mit Kalb seit 58 
3n s 15 Tagen 64 oo 
mit Kalb seit 61 
4u 9 22 Tagen 60 60 
| s 6 gravid = 60 
15 |&e 8 11 = 61 
9.2 
35 | eT 8 11"), 61 
S: 63 
25n § : 9 11! 2 59 61 
® 3 mit Kalb seit 60 - 
35u Ee Fs 9 3 Tagen 62 61 
oo ie 64 ° 
22 a: 5 13 59 62 
xX ; | mit Kalb seit 60 : 
6n Pe 12 | 23 Tagen 63 62 
2 | 2> 0 | 14 6s 63 
- S 59 ° 
23 |= 7 11 = 63 
37 10 10 = 63 
. | mit Kalb seit 60 
46 11 12 Tagen 67 63 
P mit Kalb seit 65 
bu 20 8 Tagen 61 & 
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Nr. des 


\ ersuchstieres 


34y1 


41 


13, 


15, 


40 


49 


39), 


454, 


14), 





Blutzuckergehalt zwischen 60 und 70 mg, 


44.5% der untersuchten Tiere 








Alter Milchleistung | Butanrkergehet | Mittelwert 
Jahre Liter q meg = eM 
mit Kalb seit 64 . 
it 83 Tagen 65 64 
61 = 
9 11 68 65 
mit Kalb seit 67 
16 Tagen 63 65 
il gravid ro 65 
67 | a4 
10 a 64 65 
‘ 68 = 
8 | 12 64 66 
11 gravid 2 66 
mit Kalb seit 62 . 
8 4 Wochen 69 66 
ms 62 
7 10 69 66 
y gravid 67 
69 _ 
6 10"), 35 67 
8 13 i. 68 
3D 
9 10 “1 68 
66 
mit Kalb seit 64 . 
‘ 4 Tagen 72 68 
‘ mit Kalb seit 64 . 
12 10 Tagen 72 6s 
. 4 69 ” 
6 13 67 68 
8 8 70 69 
LY] 
o = 68 . 
7 17 70 69 
67 
s | 15}/g 71 69 
10 mit Kalb 71 70 
69 


























370 K. Schwarz u. E. Mezler-Andelberg: 
Tabelle IT (Fortsetzung). 
aie Bletsuckergehsht | 
Nr. de Al Milchleis : i t 
Vessushetiones rn | ae ws _ - — 
‘ 7 67 
2%) #8 7 14 o. 70 
= (>) 
31 | 2= 5 11 S 4 70 
oS 
pede 73 
5 = * 68 
42 | 2 =~ 4 14 7 70 
Bee 69 
8,) Ex 6 13 >. 70 
6 7 10 = 71 
14 5 12"), + 71 
87;, 6 10 = 71 
12 6 14 = 72 
32 5 8 4 72 
23 8 13 = 73 
50 9 gravid = 73 
2) Fs 9 72 73 
sl ok ¢ . 74 7 
36 * § 8 11 70 74 
a ; it Kalb seit . 
’ - 2 mil aibD sel ‘ 
46 3 § 9 19 Tagen 74 “4 
S| ue 76 n 
44, e -_ 6 101), 73 75 
27 3 = 8 i4- 81 77 
7 1 Gee | 73 
=c | 
a] Fe | 5 7 s 7 
39 | s 10 r 77 
5 | 9 12 - 78 
| 
19 | 10 11", 4 78 
29 | 5 21), ~ 79 
12,, | 8 gravid Ma 79 
| - 
40, 8 13 > 79 
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ert Nr. des Alter Milchleistung — - ; -y it Mittelwert 
oe a mm | ™% 
SEE GE a ieee 2 = 
1 | 7 | 17 be 80 
io} . 7 13 = 80 
be z ih 
-| &.8 ‘ 78 ; 
‘lore 6, 15 85 $1 
. § . 84 - 
24 23 8 | 14 81 82 
slae 7 mit Kalb = 83 
cc : 
| BF 5 10 4 85 
Zs q 
=? . 89 
y 5.0 ~ 15 88 | 88 
13 | =* 7 14 90 
mit Kalb seit 93 
45 a 15 Tagen 88 80 
Tabelle Illa. 
Die untersuchten Kiihe sind nach der Dauer der Lactation 
zusammengestellt. 
i| -tati BI k hal ' 
vee. bie | Alter Le re -4 in 1006 ~y ; Mittelwert 
| Jahre leistung in Liter : mg 
———T — = 
47 4 2. bis 6. XI. | 68 
3 20 11. , 19.XL. | 65 | @3la 
ii - . - *- . ' 61 | Ss 
| -_ 
~ - 
te 7 17, 19.X1. | 63 | ~ 
| pe | N 
9,, | 8 12. , 19.X1. | a | 59| 2 
= 
: 56 fs 
19,, y 21. , 25.XI. | 58 57 | 3 
| z 
. 30. XL 538 & 
321, 6 bis 6. XII. 46 ald 
5. XIL 64 Ps 
34), il bis 8. XIL 6D 64) = 
4. XII. 60 
35, . bis 8. XII. 62 “ 





Gesamtmittel 60 mg 




















372 K. Schwarz u. E. Mezler-Andelberg: 
Tabelle Illa (Fortsetzung). 
| Lgetetionedence | Giuteuchennshe | 
Nr. de: | Alt . : Mittelwert 
Vanndietioess | po. ~*~” - — ” he 
44 9 25. X.bis 6. xi. m7 53) _ 
46 il 25. X. , 26. XL| 60 63 |. 
| 67 2 
48 12 27. X. , 26. XL 64 68} £2 
72 & = 
61 ze 
3, 3 4X1. , 19. XL - 60] 22 
oo ) 5 
18, 8 11.X1. , 25. XL a 59] = 
’ — . 0 ys 
26, 6 27.X1. , 28. XII. = 59 
Gesamtmittel 60 mg 
2u 4 2. XI. bis 19. XI - 65 
17 8 10. X. , 9 XL = 68] = 
24, s |m x ,% XL — 58 |= _ 
Li 11 25. X. , 19. XL ~ 55 32 
aa ; 0 . So” 
a 9 25. X. , 19. XI. = 60) =~ 
. : 60 ol2@ 
by 12 7. X. , 19. XL a 621 3 
: 62 ' 
45,, 8 i.’ « OSE. 69 | 66 
Gesamtmittel 60 mg 
IX. bis XI. 67 - 
3 . 14 Liter 72 "| a"§ 
36 | 8 | IX. bis 11. XI. 7 m\3=: 
9 8 | IX. , 25.XI 53 mE 4 
21, ak ow ov. 2 . 55 ; “ ~S 
| Gesamtmittel 66 mg 
{| | 
. VII. bis XI. 78 " 
’ 6H 15 Liter 85 81 > 
. VII. bis XI. 72 nal z 
12 | 6 14 Liter 72 _ & & 
VII. bis XI. 88 z= 
is | , 14 Liter 92 ad Be fe 
VIL. bis XI. 82 ont & 
9 | om 
a ! 5 21), Liter 76 wis 
| > 
31 ae “ee . | wr 
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Nr. des 
Versuchstieres 


as 
34 
40 
204, 
23), 
26, 


271 


I Alter 


Jahre 


5 


9 


© a ~I or 


oa 


| Blutzuck: 





alt 


jut 


Mittelwert 


my 


Lactationsdauer bis zu 





67 


Gesamtmittel 70 mg 


60 
as} = 
2 
62 m4 
= 
70 ss 
z 
631 = 
e 
5 
61] 38 
61 





4 Monaten 


6 Monaten 





Gesamtmittel 66 mg 


ec | = “— 
ae a 
2 2 
12 = 
10 = 
' : 
: : 
m | 
10 ra 
15 = 
' ; 
« | g 
' : 
2 i 
. . 
, ; 
8 70 


67 


71) = 
71168 
ce 

| 61} 
“ 

© 

53] - 
> 

56] & 
aa | & 
73) = 
77) 8 
z 

69 } ™ 





zu 1 Jahr 




















374 K. Schwarz u. E. Mezler-Andelberg: 
Tabelle IITa (Fortsetzung). 
Lactationsdauer Blutzuckergehalt : 
a oe at os, See has! pe lut | — 
32 5 8 Liter = 72) 52 
37 10 0 , = 63 #23 
38 9 0 , 2 68 327 
39 8 i La 7) 
“Gesamtmittel 68 mg 
: 7 17 Liter 83 80 
‘ 8 10 Liter 3 | Es 
. | Sa) & jak 
19 10 114), Liter 5 8 fe 





Gesamtmittel 74 mg 


Tabelle IIIb. 


Untersuchung iiber das Verhalten der Blutzuckerkonzentration 


vor und nach dem Abkalben. 





Tag der 
Untersuchung 


28. XI. 


30. XI. 


3. XII. 


6. XII. 


8. XII. 


Blutzuckergehalt 


Stadium in 100 g Blut Mittelwert 
ms mg 
A. Montavoner Kuh, 6 Jahre alt. 
52 
hochgravid 49 bl 
Geburt _ ce 
mit Kalb = 52 
Be 
” - 58 | 
53 ' 
” ” 46 
. ¢ = 59 


der 


Wi 


gel 
der 


kal 


ein 


nic 





zu 1 Jaber 
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Tabelle IIIb (Fortsetzung). 





Blutzuck: alt : 
Stadium in 100g Blut Mittelwert 


mg mg 


Tag der 
Untersuchung 


B. Graue Montavoner Kuh, 9 Jahre alt. 


22. XI. hochgravid 64 66 
67 
4. XII. Geburt oo ~= 
— —™ 66 . 
6. XT. mit Kalb 60 63 
, 60 
8. XII. rs e 62 61 
C. Dunkelgraue Montayoner Kuh, 11 Jahre alt. 
22. XI. hochgravid | = 65 
5. XII. Geburt — — 
8. XII. mit Kalb 65 64 


2. Eine direkte Beziehung zwischen produzierter Milchmenge und 
dem Blutzuckergehalt konnte im Gegensatz zu den Ergebnissen von 
Widmark und Carlens nicht festgestellt werden. : 

3. Eine Beziehung zwischen Milchproduktion und Blutzucker- 
gehalt scheint nur in dem Sinne zu bestehen, daB im allgemeinen mit 
der Dauer der Lactation der Blutzuckerwert allmahlich steigt. 

4. Eine plétzliche Senkung des Blutzuckergehalts nach dem Ab- 
kalben und dem Einsetzen der Milchproduktion, welche das Bestehen 
eines durch Hypoglykaimie hervorgerufenen komaartigen Zustandes 
bedingen kénnte, konnte bei unseren diesbeziiglichen Untersuchungen 
nicht nachgewiesen werden. 











Uber die Tagesschwankungen des Blutzuckers beim Rinde. 


Von 


Anton Richter. 


(Aus dem physiologischen Institut der Tierarztlichen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 7. Februar 1928.) 


Der Blutzuckergehalt des Rindes war schon mehrfach Gegenst and 
von Untersuchungen gewesen. Die eingehendsten Untersuchungen hat 
Schwarz! durchgefiihrt, der bei 100 Rindern ohne Riicksicht auf das 
Geschlecht und auf die Milchleistung den Blutzuckergehalt bestimm 
hat und dabei einen Mittelwert von 0,082°% errechnen konnte. Die 
Schwankungen bei den einze!nen Tieren waren mit einzelnen Ausnahme: 
nicht groB ; dies ging insbesondyre daraus hervor, daB bei 60 °, der unter. 
suchten Tiere, deren Blutzuckerwerte zwischen 0,060 bis 0,090‘ 
schwankten, sich ebenfalls ein Mittelwert von 0,082 °,, berechnen lic) 
Die im Jahre 1923 nur an einigen Kiihen durchgefiihrten Unter. 
suchungen von Scheunert und Pelchrzim*® haben ahnliche Werte ergeben; 
und zwar 0,062 bis 0,100 mg in 100ccm Blut. Eine weitere Unter. 
suchung tiber den Blutzuckergehalt speziell an Milchkiihen haben 
Widmark und Carlens*® veréffentlicht; sie fanden bei Galtkiihen im 
Mittel 0,085 °, bei Firsen im Mittel 0,085°, und bei Milchkiihen 
Blutzuckerwerte, die im umgekehrten Verhaltnis zur produzierten 
Milchmenge standen, so daB sie der Meinung Ausdruck gaben, dal, je 
gréBer die produzierte Milchmenge sei, desto kleiner der Blutzucker- 
gehalt zu finden ist ; die hierbeifestgestellten Blutzuckerwerte schwankten 
zwischen 0,053 bis 0,061 %, je nach der Milchleistung. Diese Angaben 
konnten jedoch von Schwarz und Mezler* nicht bestatigt werden. Si 


1 Diese Zeitschr. 194, 328, 1928. 
2 Ebendaselbst 189, 17, 1923. 

3 Ebendaselbst 156, 454, 1925. 
4 Ebendaselbst 194, 362, 1928. 
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fanden zwar, daB Milchkiihe im allgemeinen einen niedrigeren Blut- 
zuckergehalt haben als trockenstehende Kiihe und daB auch zu Beginn 
der Lactationsperiode die Blutzuckerwerte niedriger gefunden werden 
als einige Monate spater, fanden jedoch im allgemeinen, da8 die mittleren 


i Blutzuckerwerte nicht viel von den von Schwarz bestimmten entfernt 


liegen. 

Nachdem nun die Frage tiber die absolute GréBe und die Konstanz 
des Blutzuckers beim Rinde nach den in der Literatur vorliegenden 
Angaben als erledigt angesehen werden darf, war die Frage nach den 
Tagesschwankungen des Blutzuckers aufgetaucht und insbesondere die 
Frage nach seinen Beziehungen zur Nahrungsaufnahme. Den AnlaB 
hierzu gaben die Untersuchungen von Schwarz und Hamp’, die gefunden 
haben, daB beim Hunde der Blutzuckerwert kurze Zeit nach der Fiitterung 
rapid ansteigt, um in der zweiten bis dritten Stunde nach der Futter- 
aufnahme seinen Héhepunkt zu erreichen und in der 20. Stunde nach 
der Futteraufnahme erst wieder auf seinen Niichternwert zu kommen. 


Prof. Schwarz hat mir nun die Aufgabe gestellt, beim Rinde, dessen 
Magen-Darmtrakt, sowoh] vom anatomischen als auch vom physiologi- 
schen Standpunkt aus beobachtet, von dem des Hundes grundverschieden 
ist, im Laufe eines Tages, also auch nach der Nahrungsaufnahme bzw. 
waihrend des Wiederkaiuens, die Blutzuckerwerte festzustellen. Es 
war nicht sehr wahrscheinlich, daB der Blutzucker beim Rinde ‘abnlichen 
Schwankungen wie beim Hunde ausgesetzt sei, da mfolge der nie leer 
werdenden Vormagen ein Niichternzustand, wie er bei Tieren mit ein- 
héhligen Magen vorkommt, unter normalen Verhaltnissen beim wieder- 
kauenden Rinde nicht eintreten diirfte. 


Zur Untersuchung wurden mir in entgegenkommender Weise von 
den Herren Professoren Dr. Keller und Dr. Benesch zehn gesunde Kiihe 
der geburtshilflichen Klinik der Hochschule zur Verfiigung gestellt. 
Diese Kiihe befanden sich durchweg in einem guten bis sehr guten 
Ernahrungszustande. Sie wurden gleichmaBig und reichlich gefiittert, 
ohne daB ein besonderes Kraftfutter gereicht wurde. Die Fiitterung 
erfolgte taglich um 1,5 Uhr friih und um 144 Uhr nachmittags, die 
Melkung um 16 Uhr friih und um 5 Uhr nachmittags. Von 8 bis 
1 Uhr und von 9 Uhr bis spat in die Nacht ging das Wiederkiuen vor 
sich. Die Stalltemperatur schwankte wahrend der Zeit der Unter- 
suchungen zwischen 15 und 17°C, 

Zur Bestimmung des Blutzuckers bediente ich mich der Mikro- 


methode von Hagedorn-Jensen; die Blutentnahme erfolgte aus den 
Ohrvenen. Die Untersuchungen bei den einzelnen Kiihen wurden in 


1 Schwarz und Hamp, diese Zeitschr. 194, 351, 1928. 
Biochemische Zeitschrift Band 19. 25 
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der Weise durchgefiiirt, daB bei jeder Kuh an | bis 4 Tagen vor wad 
nach Anstellung des Tagesversuches einmal, und zwar um 148 Uhr friih, 
der Blutzuckergehalt festgestellt wurde. 


Bei den Tagesversuchen erfolgten die Blutzuckerbestimmungey 
von 18 Uhr friih an in Intervallen von je 2 Stunden, und zwar bei den 
Kihen A und B bis 46 Uhr, bei den tibrigen Kithen bis 448 Uhr abends. 
Es ergab sich dabei die bemerkenswerte Tatsache, daB bei Durchfiithrung 
dieser Art von Blutentnahme sowohl bei den einzelnen Frithversuchen 
als auch bei den laufenden Tagesversuchen keine nennenswerten Schwan. 
kungen der Blutzuckerwerte feststellbar waren. Jeder der festgelegten 
Blutzuckerwerte ist das Mittel aus zwei Bestimmungen; die bei den 
einzelnen Tieren erhaltenen Mittelwerte bewegen sich zwischen 0,056 
und 0,0608 °/, Blutzucker. Die Abweichungen der einzelnen Bestimmun. 
gen vom Mittelwert sind nicht gréBer als die Fehlergrenze der Methode 
Die folgenden Tabellen I bis X enthalten in extenso die gewonnenen 
Resultate. 

Tabelle I. 
Kuh A, rot-wei8, 10 Jahr alt. Nahrzustand: mittelgut. 














RASS Tag in | Stunde 4 k It Blutzucker 
én Steemtene in 100g Blut | Mittelwert Bemerkung 
et. Agee! eee. EON 
18. |, 8h = 56 | 
19.11. |p 8h . 59 
21.1. | My 8h = 57,5 
| 1/q 8h ~ ot 
Ay 10h 52 a 
| Wy 12h = 855 - 
22.11. | 2h a 52,5 
Wy dh 55,5 
| 1), 6h S 57 
23.1. | 8m | 4 58 
24.11. |, 8h = 57,5 | 
25.11. | 8m - a | 
6 Mittel : 56 


Mittlerer Fehler einer Einzelbestimmung + 2 mg. 
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Tabelle 1]. 























Kuh B, Montafoner. Nahrzustand: gut. 
Tee | Stunde | zaseegeha | Biutoocker | 
der Untersuchung | in 100g Blut Mittelwert Bemerkung 
1927 on) I mg a2 = mg ; Bie ann o 
18. II. 1), 8b ~ | 55 
19. IL. 1, Bh 57 
21. II 1), 8h ro | 62 
1), Sh a | 585 
1/5 10h Sen oo 
iy 120 = 57 
93. II. 1), 14h = 57,5 
1, 160 = | 56 
1, 18h = | 
ty 20h 4 60 
24. I fy 8h ~ 60,5 
25. I. 1), 8h |, 55 
Mittel: 57,5 
Mittlerer Fehler jeder Einzelbestimmung + 1,8 mg. 
Tabelle 111. 
Kuh C, Schwarzscheck. Nahrzustand: sehr gut. 
Tog | Stunde | uctergehatt | Btutsucker || gn 
der Untersuchung in 100g Blut Mittelwert Bemerkung 
1927 mg mg . 
= =e pies 
18. II. 1/. Bh - | 62,5 Sehr aulgeregt bei der Blut 
19. I. 1), 8b = 61,5 
a0.  %* | & | 61 
22. II. 1p 8b | 4 | 60 
M/g 8h | = 64 | 
1 10h | -_ | @w i 
1), 12h >| 61s | 


25* 
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Tabelle IIT (Fortsetzung). an 
___Te__|_Stonde | acnengunate | Rhatovcher a 7 
der Untersuchung | in 100g Blut Mittelwert Bemerkung 
© saad l mg mg “ 
24. II. W/, 140 = 56,5 
i/y 160 = 58 
iy 18h - 58.5 
1/y 20h - 5S 
23. II. 1/. 8h - 55,5 
Mittel: 59,6 
Mittlerer Fehler einer Einzelbestimmung + 2,8 mg. 
Tabelle IV. 
Kuh D, Montafoner. Nahrzustand: gut. 
Tag |_Stunde | Sein | teeeee 
der Untersuchung in 100g Blut =| Mittelwert Bemerkung 
wa -_ me a 
18. 1. | 48h = 56 
19. IL. | 1/, Sh ek ll 
21. IL. 1/, 8h = 60 
| I/y Sh ae 
| My 10b - 60 
| My 128 ae eT 
26. II. I, 14h 56 
| Uy 16 = 56 
1/y 18h i: b4 
1/, 20h = 55,5 
27. I. 1, Sh = | 87,5 
28. II. 1. Sh - _. 
I. | 8h a 55,5 


Mittel : 56,0 
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Tabelle V. Kuh E, Rotscheck. Nahrzustand: mittelgut. 








— Tag | Stunde | ren | Sion | 
der Untemachuns in 100g Blut Mittelwert _ Bemerkung 
1927 mg mg 
26. I. 1/, 8h = 60 
"48 6 64 
t/y 10h . 65 | 
1/5 12h = a 
1. Til. fy 14h 59 
1g 16h ~ 60 
1/5 18h || = 58,5 | 
| Me 20h = 59 ! 
3.11. | ¥,8h ro 85 
4.11. iy 8 = | 
— 5. III. | Y_8h = 61 


Mittel : 60,2 | 
Tabelle VI. ‘Kuh F, Montafaner. Nahrzustand: mittelgut. 




















Teg | Stunde Zuckergehalt | Blutzucker 
der ( ntersuchung ‘ is = Blut | wee Bemerkung 
26. IL. 1). 8h = 56.5 | 
Mg Sh - 53.5 
*/g 10h = 58 | 
"/q 12h 55 
2.1. 1414» ro 57 
¥/y 16h = 56 
‘/g 18h | ' 75 | 
1/, 20h | o 55 
3. TLL. 8h | = BB 
4. I. 1), Sh = 56 
5. TL. 1/, Sh ~ 54 
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Tabelle VII. 

Kuh I, Montafoner. Nahrzustand: sehr gut. 
Pee | oo. Pa _— 
der Untersuchung in 100g Blut Mittelwert Bemerkung 

1927 | mg mg 
be | 5 | 
7. I. 1), 8h 57 58 | 
59 
8. IIL. 1/, 8h | 58 58,5 
9.1. | 8 | = 62,5 
62 ‘ 
"Ns 1(h | 62 62 
-~ 60 . 
1/, 12h | 60 60 
I 58 
My 14h | 62 60 
— 62 . 
1 2 16h 57 59.5 
66 ‘ 
1/, 18h | 59 62,5 | 
57 
Mg 20h i 66 61,5 | 
62 H 
| 60 ‘ 
11. IIL. MWs8n | 67 63,5 
58 . 
12. I. 14 8b | 63 60.5 | 
Mittel: 60,8 | 
Tabelle VIII. 

Kuh TI, Montafona. Nahrzustand: sehr gut. 
Tag Stunde Zuckergehalt Blutzucker 
der Untersuchung in 100g Blut Mittelwert Bemerkung 

1927 | mg mg 
2 —- 
Lod 58 
7. I. 1/4 Sb | a 58 
j } 59 ~ 
8. II. 1/, 8h | 58 58,5 
3 
9.1. | 1.8% | = 60 
8h | - 63,5 
62 
10h | 60 61 
60 ain oe 
1 2 12h | 57 58,5 
10.0. | 14 | 6° 60 
61 
1/y 16h 60 60,5 
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Stunde 


Tag Zuckergehalt 





Tabelle VIII (Fortsetzung.) 





























= Blutzucker 
der Untersuchung in 100g Blut Mittelwert Bemerkung 
1927 mg mg 
10. I. 1, 18h 58 58 
58 
‘la 20% 60 59 
65 
11. TL. 1), 8h 58 61,5 
, 56 
12 II. 1, Sh 57 56,5 
Mittel : 59,5 
Tabelle IX. Kuh Ill, Montafoner. Nahrzustand: sehr gut. 
Tag |_Semde Zuckergehalt Blutzucker 
der Untersuchung in 100g Blut Mittelwert Bemerkung 
1927 mg mg 
- 60 
7. UL. 1/y Sh 60 60,0 
57 . 
8. TIL. 1), 8h 56 56,5 
9.11. 8b = 60 
1. Sh - 60 
58 . 
1/y 10h 59 58,5 
: 59 
1, 12h 65 62 
63 
11. UT. 1, 14h 58 60,5 
My 16h 58 57,5 
58 
61 . 
1/, 20b 59 60 
60 o 
12. TIL. /, 8h 58 59 
58 - 
14. LI. 1/. 8b 58 58 
Mittel : 59,1 | 
Tabelle X. Kuh IV, Montafoner. Nahrzustand: sehr gut. 
ll =... | Send | Zuckergehalt Blutzucker 
der Untersuchung in 100g Blut Mittelwert Bemerkung 
1927 iL . a ee | _ . 
~ 57 i 
7. Ul 1/, 8h 56 56,5 
‘ 59 ain 
8. III. 1/, Sb 58 58,5 
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Tabelle X (Fortsetzung). 





Tag | Stunde 





Zuckergehalt Blutzucker 
der Untersuchung in 100 g Blut Mittelwert Bemerkung 
927 mg mg 
9.1. My Br 7 56,5 
10.111. /y Bh ~ 60 
Ij, Sh = 60.5 
1 10h = 58.5 
59 ‘ 
11. UL. 1/y 12h as 62 
1, 14h po 60 
1, 16h rf 57,5 
63 - 
1/4 18h 58 60,5 
55 
i @ 59 
‘ 1] 56 - 
12.11. | 1,8 | = 57 
59 ” 
14.1. | % 86 | 6 59 
Mittel : 58,8 


Die Ergebnisse meiner Untersuchungen lassen sich in folgende 
SchluBsiitze zusammenfassen: 

1. Bei regelmaBiger und ausreichender Fiitterung und bei immer 
gleichartiger Blutentnahme treten im Blutzuckergehalt von Milch- 
kiihen keine Tagesschwankungen auf; die festgestellten absoluten 
Blutzuckerwerte, die im allgemeinen bei Milchkihen niedriger als bei 
trockenstehenden gefunden wurden, decken sich mit den von Widmar| 
und Carlens und Schwarz und Mezler erhobenen Werten. 

2. Ein Ansteigen der Blutzuckerwerte nach der Nahrungsaufnahme. 
wie dies von Schwarz und Hamp beim Hunde nachgewiesen, ist 
beim Rinde nicht feststellbar. Daraus geht hervor, da8 unter normale 
Ernéhrungsverhaltnissen, bei denen die Vormagen nie leer werden 
die Futteraufnahme keinen Einflu8 auf die Resorption im Darm hat. 
sondern daB die Resorption, solange tiberhaupt in den Vormagen Futter 
enthalten ist, gleichmaBig und unabhangig von der Nahrungsaufnahme 
vor sich geht. Durch diesen gleichmaBigen Resorptionsvorgang unter- 
scheiden sich demnach die Wiederkiuer wesentlich von den Tieren mit 
einhéhligen Magen, bei denen jede Nahrungsaufnahme mit der daran 
anschlieBenden Resorption in der chemischen Zusammensetzung de~ 
Blutes und damit auch im Blutzuckerwert zum Ausdruck kommt. 











Zum Nachweis von Hydroxylamin.‘ 


Von 
Jakob Blom. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium der Kéniglich _ tier- 
arztlichen und landwirtschaftlichen Hochschule, Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 7. Februar 1928.) 


Zum Nachweis von Hydroxylamin gibt es zahlreiche Reaktionen, 
die aber in bezug auf Empfindlichkeit und Spezifitaét von sehr ver- 
schiedenem Werte sind. 


1. Nach Angeli! entsteht beim Erwirmen einer schwach alkalischen 
Lésung von Natriumnitroprussid bei Anwesenheit von Hydroxylamin 
eine schén fuchsinrote Farbung. Nach Schréder* wird die eee 
dieser Reaktion erhéht, wenn 2 ccm der zu unteérsuchenden Lésung zuerst 
neutralisiert, darauf mit 1 mg festem Natriumnitroprussid versetzt und 
erhitzt werden. Bei Abwesenheit von Ammoniumsalzen, die die Empfindlich- 
keit der Reaktion beeintraéchtigen, kann die auftretende Rotfarbung noch 
bei einem Gehalt von 0,1 g NH,OH im Liter erkannt werden. Diese 
Reaktion kann jedoch nicht als spezifisch gelten, da eine Lésung von 
Natriumnitroprussid durch S’’-Ionen ebenfalls rotviolett gefarbt wird. 
AuBerdem geben noch viele andere reduzierend wirkende Verbindungen, 
wie Aceton, Cystein, Kreatinin, Indol, in alkalischer Lésung ahnliche Farb- 
reaktionen. 

2. Empfindlicher ist die Reaktion von E. Bamberger*, die auf der 
Bildung von Benzhydroxamséure durch Benzoylieren von Hydroxylamin: 
C,H,COC] + H,NOH—» C,H,CONHOH + HCI, 
und Nachweis der gebildeten Benzhydroxamséure durch die charakteristisch 
violette Farbung, die diese Verbindung mit Ferrichlorid gibt, beruht. Die 
Empfindlichkeit ist durch Brenner zu 0,005 g NH,OH im Liter bestimmt 
worden*. Bei Anwesenheit von Ammoniak wird die Empfindlichkeit auf 

02g NH,OH pro Liter herabgesetzt. 


1 Angeli, Gazz. chim. ital. 28, I, 102, 1893. 

2 Schréder, Chem. News 109, 205, 1914; referiert nach Chem. 
Zentralbl. 1914, 1, 2203. 

* Bamberger, B. 32, 1803, 1899. 

* Zitiert nach Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem., 9. Aufl., 5. 66. 
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3. Bei der Kondensation von Diacetylmonoxim mit Hydroxylamin 

entsteht Diacetyldioxim: 

CH,—C=NOH CH,—C=NOH 

| + H,NOH + | 

CH,—C=O CH,—C=NOH 
in der bekannten Reaktion auf Nickel nach T'schugajeff besitzt man nun 
eine spezifische und sehr empfindliche Reaktion auf Diacetyldioxim, (ic 
in der Bildung eines rosenroten Niederschlags von Nickeldiacetyldioxim 
bei Zugabe einer verdiinnten Lésung eines Nickelsalzes zu einer Lésung 
von Diacetyldioxim besteht. 


Fiir den Nachweis von Hydroxylamin bedienten Kostytschew und 
Tswetkowa’ sich einer Kombination dieser beiden Methoden, haben es 
jedoch unterlassen, die Ausfiihrung der Reaktion néher zu _ beschreiben 
sowie deren Empfindlichkeit zu bestimmen. 


W.N. Hirschel und J. A. Verhoeff? benutzten dieselbe Methode zum 
Nachweis von Hydroxylamin. Nach Untersuchungen von Feigl® und 
Rollet* kann der Nachweis von Nickel durch Oxydation des Nickeldiacet y}. 
dioxims bedeutend verfeinert werden; man erhalt in alkalischer Lésung 
eine schéne Rotfarbung. Den Nachweis von Hydroxylamin durch Kom- 
bination einer der letzteren Methoden mit der obigen empfindlicher zu 
machen, gelang nicht. Hirschel und Verhoef konnten noch 0,01 mg NH,OH 
nachweisen. (Das bedeutet, wenn 2 ccm Lésung genommen werden, 5 mg 
NH,OH im Liter.) Empfindlichkeit der Reaktion nach der unten be. 
schriebenen Methode 0,002 g NH,OH pro Liter. 


4. Von derselben Empfindlichkeit ist die Reaktion von Ball®. Dies: 
Methode beruht darauf, daB eine Lésung von Hydroxylamin mit 1 bis 
2 Tropfen einer gelben Ammoniumsulfidlésung bis zur Schwefelabscheidung 
gekocht, nach Zugabe von 2 bis 3ccm Ammoniak sowie eines gleichen 
Volumen Alkohols eine purpurrote Farbung gibt. 


Wenn nach W. M. Fischer® die auf Hydroxylamin zu priifende Lésung 
zuerst mit 1 bis 2 Tropfen einer n/10 Mangansulfatlésung, darauf mit 1 bis 
2 Tropfen einer gelben Schwefelammoniumlésung (2,5°%ig) und endlich 
mit 1 bis 2ccem Ammoniak (konzentriert) versetzt werden, so entstelt 
schon nach kurzem Schiitteln eine purpurrote Farbung. Bei einem Gehal: 
von 0,47 mg NH,OH im Liter kann die Farbe noch sehr gut wahrgenommen 
werden. Die auftretende Farbung ist jedoch sehr unbesténdig und ver- 
schwindet bei kleinen Konzentrationen schon innerhalb einiger Minuten. 
Hydrazin- und Ammoniumsalze und fast alle iiblichen Kationen und 
Anionen wirken nicht stérend; sind aber in saurer Lésung durch H,s 
fallbare Metalle anwesend, so miissen diese vorher gefallt und abfiltriert 
werden. 


' Kostytschew und Tswetkowa, Zeitschr. f. physiol. Chem. 111, 171, 1920. 

2 W.N. Hirschel und J. A. Verhoeff, Chem. Weekblad 20, 319 u. 320, 
1923; referiert nach Chem. Zentralbl. 1928, IV, 134. 

3 Feigl, B. 57, 758, 1924. 

* Rollet, C. r. 188, 212. 

5 Ball, Proc. Chem. Soc. 18, 9, 1902; zitiert nach Chem. Zentralbl. 
1902, I, 543. 

® W.M. Fischer, Chem.-Ztg. 47, 401, 1923. 
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5. Bei der Einwirkung von Hydroxylamin auf Nitrosobenzole ent- 
stehen ai Rl : 


Ar—NO + H,NOH — Ar—N=N—OH + H,0*, 


welche die Eigenschaft haben, mit Aminen oder Phenolen unter Bildung 
von Azofarbstoffen zu kuppeln: 


Ar—N=N—OH + H—Ar—OH — Ar—N=N-—Ar—OH + H,O. 


Die Bildung eines Azofarbstoffs in Ni Lésung aus einem 
Nitrosobenzol und einem Phenol kann nur bei Anwesenheit von Hydroxyl- 
amin stattfinden, und wir kénnen deshalb diese Reaktion als eine spezifische 
Reaktion auf Hydroxylamin betrachten und zum Nachweis dieser Ver- 
bindung verwerten. Empfindlichkeit 0,0001 g NH,OH im Liter. 

6. Hydroxylamin wird in essigsaurer Lésung durch Jod zu salpetriger 
Séure oxydiert. Fiir salpetrige Saéure besitzen wir in der Bildung von 
Azofarbstoffen — durch Diazotierung eines Amins und darauf folgende 
Kuppelung der gebildeten Diazoverbindung mit einem Amin oder Phenol — 
eine der empfindlichsten Reaktionen der analytischen Chemie. Ist nun 
vorhandene salpetrige Saéure aus der zu untersuchenden Lésung durch 
Diazotieren eines Amins und Verkochen der Diazoverbindung vorher 
entfernt worden, so zeigt nunmehr eine Bildung des Azofarbstoffs nach 
Oxydation mit Jod, Entfernen des Uberschusses von Jod und Zugabe des 
zu kuppelnden Amins Hydroxylamin an, da unter diesen Bedingungen 
nur Hydroxylamin zu salpetriger Séure oxydiert werden kann'. Ammoniak 
kann unter diesen Bedingungen nicht zu HNO, oxydiert werden, Dioxy- 
ammoniak ist iiberhaupt nicht existenzfahig? und untersalpetrige Séure 
und Azoxyhydroxyl werden beim Kochen zerstért. Empfindlichkeit dieser 
Reaktion 0,000003 g NH,OH im Liter. 


Empfindlichkeit der Reaktionen auf Hydroxylamin! 





Empfindlichkeit 
Verfasser Reagens |‘ g NH,OH Bemerkungen 
im Liter 

1 Angeli Natriumnitro russid 0,1 Nicht spezifisch 
2 | Bamberger Benzoylchlorid+ Fe Cl, 0,005 NH, stért 
3 | Kostytschew Diacetylmonoxim + Ni 0,002 
| Balt (NH,).8 + NH,OH + Alkohol 0,002 

Fischer (NH,).8 + NH,OH + MnS 0,000 47 

Blom p-Br—C, H,—-NO + d-Ci9 H,OH 0,000 1 

f Blom Griess’ Reagens 0,000 003 


Nachweis von Hydroxylamin mit Diacetylmonoxim und Nickel. 


Kaufliches Diacetylmonoxim enthalt stets Diacetyldioxim ; da ein 
Umkristallisieren zwecks Reindarstellung umstandlich ist, wurde 
folgender einfacher Weg zur Darstellung eines von Diacetyldioxim 
befreiten Reagens gewahlt. 

1. 048g NiSO,.7H,O werden in 100 ccm Wasser gelést. 1 ccm 
dieser Lésung enthalt aun 1 mg Ni” pro Kubikcentimeter. 


* Bamberger, B. 28, 1218, 1895. 
1 Blom, B. 59, 121, 1926. 
* Raschig, Schwefel und Stickstoffstudien 1924, 5S. 88. 
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2. Es werden vermischt und zu 100 ccm aufgefiillt: 1 g Diacety)- 
monoxim (etwa m/10), 10 com NH,OH (konzentriert, spezifisches 
Gewicht 0,90), 10 cem der Lésung 1. 

Das im kauflichen Diacetylmonoxim vorhandene Dioxim scheidet 
sich aus der ammoniakalischen nickelhaltigen Lésung als rotes, kom. 
plexes Nickelsalz ab und wird nach einigem Stehen abfiltriert. Zur 
Sicherheit wird das orangegelbe Filtrat auf Abwesenheit von Dioxim 
durch Zugabe einiger Tropfen der Nickellésung zum Filtrat gepriift. 
Tritt keine neue Fallung ein, so ist das Reagens fertig zum Gebrauc)), 
und es kann monatelang ohne Zersetzung aufbewahrt werden. 

Zur Priifung auf Hydroxylamin sind saure oder alkalische Lésungen 
vorher zu neutralisieren. Zu etwa 10 ccm der zu untersuchenden Lésung 
gibt man 1 bis 2ccm von Reagens Nr.2. Sind gréBere Mengen von 
Hydroxylamin (mehr als 10 mg/Liter) vorhanden, so scheiden sic, 
alsbald die roten Kristalle von Nickeldiacetyldioxim ab, bei sehr ver- 
diinnten Lésungen geschieht dies erst nach mehrstiindigem Stehen 
Charakteristisch ist die Bildung eines roten Schaumes beim Dure)- 
schiitteln der Lésung; die Wand des Reagenzglases iiberzieht sich mit 
einer Haut rosenroter Kristalle. Bei sehr kleinen Mengen erkennt 
man die Kristalle am besten nach Filtration und Waschen mit Wasser 
auf dem Filter. 

Ein zu groBer Uberschu8 an Ammoniak verzégert die Bildung 
des Niederschlags und ist daher zu verwerfen. Kochen der Lésung 
beschleunigt die Zersetzung von Hydroxylamin und kann daher niclit 
empfohlen werden. 

Gibt man zum Nachweis von Hydroxylamin zu 10 ccm der 2u 
untersuchenden Lésung 1 ccm des Reagens (2), und enthalt die 
Hydroxylaminlésung 2 mg NH, OH im Liter, so ist die Reaktionslésung 

etwa m/110 in bezug auf Monoxim, 


m/18000 ,, __,, » Hydroxylamin und 
o mi elt », Ni*-lonen.., 


Es ist mit anderen Worten etwa ein 164facher Uberschu8 an 
Diacetylmonoxim und etwa 54facher Uberschu8 an Ni” vorhanden. 
Unter denselben Bedingungen als der Nickelnachweis von T'schugajef/ 
und vorausgesetzt, daB die Kondensation von Hydroxylamin mit 
Diacetylmonoxim quantitativ verlauft, war zu erwarten, daB die Emp- 
findlichkeit dieser Reaktion von derselben GréBenordnung als die der 
Nickelreaktion sein wiirde, was auch zutrifft. 


Nachweis von Hydroxrylamin mit p-Bromnitrosobenzol und «a-Naphthol. 


Bei der Ausarbeitung der unter 5. skizzierten Reaktion zum Nac)- 
weis von Hydroxylamin waren zahlreiche Schwierigkeiten zu iiber- 
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winden. In saurer Lésung wirkt Hydroxylamin nicht momentan auf 
Nitrosobenzole ein; bei Zugabe von wenig Alkali tritt die Kondensation 
jedoch augenblicklich ein. Da das entstehende Diazotat sehr labil ist — 
sich unter Stickstoffentwicklung zersetzt —, wurde zur Reaktions- 
jésung ein kuppelungsfaihiges Phenol hinzugegeben, um das Diazotat 
sofort in die bestandige Form eines Azofarbstoffs iiberzufiihren. Mit 
zunehmender Menge freien Alkalis sinkt die Ausbeute an Farbstoff. 
Nitrosobenzol wird bei Anwesenheit von Alkali rasch zersetzt', und 
auBerdem iibt das in der Reaktionslésung anwesende Hydroxylamin 
eine stark reduzierende Wirkung aus. Diese Reaktionen verlaufen 
schneller als die Bildung des Diazotats und nehmen mit zunehmender 
Alkalikonzentration mehr und mehr Uberhand. Weiterhin findet in 
alkalischer Lésung eine Zersetzung von Hydroxylamin statt. 


3 NH,OH— N, + NH, + 34,0. 


Es ist auBerdem zu beachten, daB Nitrosobenzole mit @- oder 
f-Naphthol unter dem EinfluB von Alkali sich zu Naphthochinon- 
anilen umsetzen. (Oxydation des Naphthols, Reduktion des Nitroso- 
benzols)?. 

Da bei niedriger Temperatur diese Reaktionen hintangehalten 
werden, die Kondensation von Nitrosobenzol mit Hydroxylamin jedoch 
glatt verlauft, sollte man nie die Temperatur der Reaktionslésung tiber 
15 bis 18°C steigen lassen. Andererseits bietet es keinen Vorteil, bei 
0° zu arbeiten, da die Empfindlichkeit der Reaktion kaum erhéht wird, 
die Kondensation bei dieser Temperatur aber langsamer verlauft. 


Nach Angaben von Bamberger*, Hantzsch* und Euler® erhalt man 
die besten Ausbeuten an Azofarbstoff, wenn man das Hydroxylamin 
mit Natriumearbonat in Freiheit setzt ; doch wurden auch mit Natrium- 
hydroxyd ganz gute Ausbeuten erzielt. 

Um die geeignetsten Konzentrationen der verschiedenen Ver- 
bindungen, wie auch den EinfluB verschiedener Alkalien oder Alkali- 
carbonaten, sowie den der Temperatur naiher kennenzulernen, wurden 
zahlreiche Reagenzglasversuche ausgefiihrt, und zwar in allen Fallen 
mit 20 cem einer Lésung von Hydroxylaminsulfat, die 0,2 mg NH,OH 
im Liter enthielt. 

Die Empfindlichkeit der Reaktion wird herabgesetzt , wenn Natrium- 
carbonat statt Natriumhydroxyd (in gleichen Konzentrationen) ver- 


1 Bamberger, B. 33, 1939, 1900. 
2 Euler, B. 39, 1035, 1906. 
* Bamberger, |. c. 

* Hantzsch, B 38, 2056, 1905 
5 Kuler, |. c. 
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wandt wird; ein zu groBer Uberschu8 an Alkali ist zu verwerfen. Doch 
gab eine Zugabe von 1 ccm 2n NaOH eine ebenso gute Reaktion als 
leem 0,2n NaOH. Bromnitrosobenzol in sehr schwach alkalischer 
Lésung bei Anwesenheit von a-Naphthol zuerst mit Hydroxylamin 
reagieren zu lassen und dann erst mit einem UberschuB an Natrium. 
hydroxyd zu versetzen, erwies sich ebenfalls als wenig vorteilhaft. 

(20cem der Lésung + 2ceem CH,COONa, nach einigen Minuten 

2cem NaOH.) 

(20 cem der Lésung + 2cem NaHCO,, nach einigen Minuten 2 cem 

NaOH.) 

Bei Anwesenheit sehr groBer Mengen von freiem Ammoniak wird 
der Niederschlag schmutzigbraun statt rot; kleinere Mengen von 
Ammoniak stéren nicht; Ammoniak selbst gibt keine Reaktion. Das 
Verhaltnis Bromnitrosobenzol : a-Naphthol vom Verhaltnis 1 : 1 starker 
abweichen zu lassen, war ebenfalls wenig vorteilhaft. Wenigstens 
sollte stets Bromnitrosobenzol im UberschuB sein; bei UberschuB von 
a-Naphthol entstehen dunkelbraune Niederschlage. 

Gibt man zuerst Bromnitrosobenzol zur alkalischen Reaktions- 
lésung und versetzt erst nach 1 Minute mit der a-Naphthollésung, so 
erhalt man gar keine Farbreaktion. Das Diazotat wird anscheinend 
sehr schnell zersetzt, was auch Bamberger angibt. 

Als ich beim Arbeiten mit dieser Reaktion eines Tages den Inhalt 
der Reagenzgliser in ein Glas mit Leitungswasser ausgoB, zeigte es 
sich, dab der Farbton weit kraftiger und schéner wurde. Bei der naheren 
Untersuchung ergab sich, da Magnesiumhydroxyd einen starken 
EinfluB auf den Farbton der Lésung ausiibt. Man beobachtet, dab 
eine Lésung des Farbstoffs, p-Brombenzclazo-a-Naphthol, in Alkali, 
mit einigen Tropfen einer Magnesiumsalzlésung versetzt, nach Um- 
schiitteln von Orange in ein kraftiges Rot umschligt. Das aus- 
geschiedene Magnesiumhydroxyd absorbiert (?) den Azofarbstoff und 
sammelt sich langsam als roter Ring an der Oberfliche der Lésung. 

Es wurde p-Bromnitrosobenzol dem einfacheren Nitrosobenzol 
vorgezogen, da erstere Verbindung in Substanz wie in Lésung weit 
bestandiger ist als letztere. 


Ausftihrung des Nachweises von Hydroxylamin. 


Lésungen : 

1. Eine m/500 alkoholische Lésung von p-Br—C,H,—NO; 0,37 g 
p-Br—C,H,—NO werden in 1000 ccm Alkohol (96 %ig) gelést. 

2. Eine m/500 wasseriger Lésung von a-Naphthol ; 0,29 g a-Naphthol 
werden in 1000 com Wasser gelést und mit etwa 5 Tropfen konzentrierter 
Salzsiure versetzt. 
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3. Eine n/2 Natriumhydroxydlésung (20g NaOH in 1000 ccm 
H,0O). 

: 4. Eine verdiinnte Lésung eines Magnesiumsalzes. 

Die Lésungen werden getrennt aufbewahrt. Das p-Bromnitroso- 
benzol ist eine weiBbe Substanz, die beim Erwarmen in Alkohol mit 
griiner Farbe in Lésung geht. Die Lésung kann monatelang unverandert 
aufbewahrt werden. Die kleine Menge a-Naphthol kann ohne Er- 
warmen durch Schiitteln in Lésung gebracht werden. Bei Zugabe von 
Saéure wird eine Verfirbung der Lésung verlangsamt Die Lésung 
ist dann ebenfalls gut haltbar. 

Zwecks Priifung auf Hydroxylamin werden etwa 20 ccm der zu 
untersuchenden Lisung zuerst neutralisiert, darauf mit 2ccm der 
n/2 Natriumhydroxydliésung versetzt und umgeschiittelt. Nunmehr 
werden 2 ccm einer frisch dargestellten Mischung von 3 Volumen der 
Lésung von p-Bromnitrosobenzol und 2 Volumen der a-Naphthollésung 
hinzugegeben. Bei Anwesenheit geringer Mengen von Hydroxylamin 
farbt sich die Lésung orangerot; ist kein Hydroxylamin anwesend, 
ist sie hingegen nur schwach gelb gefarbt. 

Die Reaktion wird deutlicher und empfindlicher, wenn nunmehr 
1 bis 2 Tropfen der Magnesiumsalzlésung hinzugegeben werden Die 
Farbe schlagt von Orangerot in ein grelleres Rot um. Das ausgeschiedene 
Magnesiumhydroxyd absorbiert (?) die Azoverbindung und sammelt sich 
als roter Ring an der Oberfliche der Lésung. Nach einigem Stehen 
sinken die Flocken zu Boder, und es bildet sich ein grellroter Bodensatz, 
wahrend die tiberstehende Lisung gelblich gefarbt bleibt. War Hydroxyl- 
amin nicht anwesend, ist das Magnesiumhydroxyd nur schwach gelb 
gefarbt und deutlich zu unterscheiden von dem roten Prazipitat. 

Empfindlichkeit der Reaktion 0,0001 g NH,OH im Liter. 

Um sich vor MiBerfolgen zu schiitzen, ist es zu empfehlen, sich 
streng an obige Vorschrift zu halten. GréBere Mengen von Brom- 
nitrosobenzol oder a-Naphthol sind nicht zu verwenden, da die Bildung 
gefarbter Substanzen durch unerwiinschte Nebenreaktionen den Nach- 
weis storen. 











Bildung von Hydroxylamin 
bei der Reduktion von Nitraten durch Mikroorganismen. 


Ein Beitrag zur Kenntnis der Bildung von Aminosiuren durch Mikro- 
organismen. 


Von 
Jakob Blom. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium der Kéniglich tierarzt- 
lichen und landwirtschaftlichen Hochschule, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 7. Februar 1928.) 


Nach den neueren Untersuchungen tiber die EiweiSbildung wird 
allgemein angenommen, daB der EiweiBaufbau im wesentlichen eine 
Umkehrung der hydrolytischen Spaltung des EiweiSmolekiils darstellt. 
Es miissén demnach zuerst Aminosiuren aus diesen Polypeptide und 
weiterhin Protein gebildet werden. Es ist daher verstandlich, daf 
die meisten Untersuchungen zur Aufklarung der EiweiBbildung sich 
auf Versuche iiber die Bildung von Aminoséuren beschranken. Auf 
die wichtigste Frage bei der Aminosaéuresynthese durch Pflanzen, 
welche anorganische Stickstoffverbindung mit einem organischen 
Molekiil unter Bildung des ersten organischen, stickstoffhaltigen Molekiils 
in Reaktion tritt, kann die Antwort gegeben werden, daB nur die 
folgenden, ein Stickstoffatom im Molekiil enthaltenden Verbindungen 
bzw. Ionen in Betracht kommen kénnen: Salpetersdure, salpetrige 
Saéure, Dioxyammoniak, Hydroxylamin und Ammoniak. 

Ein zweites Problem ist es, wie diese Verbindung aus den im Nahr- 
medium vorhandenen anorganischen Stickstoffverbindungen entsteht 
und wie das betreffende organische Molekiil beim Auf- oder Abbau 
organischer Verbindungen gebildet wird. Endlich ist noch die dritte 
Frage zu beantworten, wie die entstandene erste stickstoffhaltige 
Verbindung in eine Aminosdéure tibergefiihrt wird. 

Es liegt nicht innerhalb des Rahmens dieser Arbeit, alle auf- 
gestellten Hypothesen auch nur in Kiirze zu referieren; es sei auf cic 
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Lehrbiicher der Pflanzenphysiologie und besonders auf eine Abhandlung 
von BE. Komm, ,,EiweiBbildung bei Tier und Pflanze“‘' hingewiesen. 

In dieser Abhandlung wird die Frage, ob das Hydroxylamin beim 
Aufbau von Aminosiuren eine Rolle spielt, erértert und tiber den 
Nachweis der Bildung von Hydroxylamin bei der biologischen Reduk- 
tion von Nitraten berichtet. 


Das Hydroxylamin, NH,OH, nimmt in bezug auf Oxydations- 
Reduktionsstufe eine Mittelstellung zwischen dem noch hypothetischen 
Dioxyammoniak, HO—NH—OH, und dem Ammoniak, NH, ein, eine 
Stellung, die besser im Namen ,,Oxyammoniak“ hervortritt. Es ist also als 
das erste Reduktionsprodukt des Dioxyammoniaks zu betrachten; bei 
weiterer Reduktion wird es selbst in Ammoniak iibergefiihrt. Was die 
Bildung des Hydroxylamins anbelangt, so gibt es nach von Braun* unter 
den sauerstoffreicheren Verbindungen des Stickstoffs wohl keine einzige, 
die nicht imstande ware, unter geeigneten Bedingungen — oft allerdings 
nur in minimaler Ausbeute — bei Reduktion Hydroxylamin zu liefern. 

Es ist verstaéndlich, daB schon sehr friith die Vermutung ausgesprochen 
wurde, da8 auch bei der biologischen Reduktion von NOj-lonen eine 
intermediare Bildung von Hydroxylamin stattfinde. Sachsse und V. Meyer 
vermuteten, da8 Nitrate und Ammoniak nicht geniigend reaktionsfahig 
seien, um in den Zellen héherer und niederer Pflanzen mit organischen 
Molekiilen in Reaktion zu treten, sondern daB vielmehr Hydroxylamin — 
gebildet durch Reduktion von N O4,-Ionen oder durch Oxydation von N H{- 
Ionen — zur Erklérung der Aminoséuresynthese in der Pflanze heran- 
gezogen werden miisse. ,,Wir kennen keine in der Pflanze vorkommende 
organische Substanz, welche imstande ist, bei niederer Temperatur die 
genannten Salze (gemeint Ammoniumsalze und Nitrate) oder deren Be- 
standteile aus verdiinnteh Lésungen aufzunehmen und sich mit ihnen zu 
verbinden.‘* Hydroxylamin dagegen stellt eine Verbindung dar, die schon 
in 4uBerst verdiinnter Lésung mit erstaunlicher Leichtigkeit sowohl unter 
sauren, neutralen oder alkalischen Bedingungen mit Aldehyden oder Ketonen 
unter Bildung von Oximinoverbindungen reagiert. Da viele organische 
Verbindungen in der Pflanze vorhanden sind, auf die Hydroxylamin lebhaft 
einwirkt, ist es anzunehmen, da8 diese Verbindung unmittelbar nach ihrer 
Rildung sich mit denselben vereinigt, so daB ein direkter Nachweis nicht 
gelingen wird*®. Bach* vertritt ebenfalls die Anschauung, daB Hydroxy)- 
amin bei der Reduktion von Nitraten gebildet werde, und daB ,,die Assi- 
milation“* anorganischer Stickstoffverbindungen im Hydroxylaminstadium 
stattfinde. Von Franzen und Léhmann ® wird Hydroxylamin als ein Zwischen- 
produkt beim DenitrifikationsprozeB (biologische Nitratreduktion) an- 
gesehen, da es eine zwanglose Erklérung des hierbei auftretenden Stick- 
oxyduls, N,O, durch Reaktion mit salpetriger Séure geben wiirde. In 
den ,,Grundlagen und Ergebnisse der Pflanzenchemie“ (2, 134) schreibt 


1 Naturwissenschaft und Landwirtschaft, Heft 5. Miinchen, Verlag 
Datterer, 1925. ; 

2 von Braun, Abeggs Handb. d. anorgan. Chem. III 3, 105. 

3 V. Meyer, B. 17, 1554, 1884. 

* Bach, C.r. 122, 1499, 1896. 

5 Franzen und Léhmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 68, 102, 1909. 


Biochemische Zeitschrift Band 194. 2% 











394 J. Blom: 


Euler: ,,Rein hypothetisch ist dagegen die Annahme von Bach, ferner vn 
Laurent und Marechal, die Reduktion von Nitrat gehe iiber Hydroxy}. 
amin...“ Da Hydroxylamin ein starkes Pflanzengift darstellt, ist nach 
O. Loew' eine sofortige Verwendung im Falle einer Bildung anzunehmen 
und an einen direkten Nachweis daher nicht zu denken. Kostytschew und 
Tswetkowa* sehen ebenfalls das Hydroxylamin als ein intermediares Produkt 
bei der biologischen Reduktion von Nitraten zu Ammoniak an, nehmen 
aber an, daB allem Anschein nach die Aminoséuresynthese vom Ammoniak 
ausgehe. Bei ihren Versuchen mit Aspergillus niger und Mucor racemosus 
fiihrten sie mehrmals Proben auf Hydroxylamin und “Aydroxamsauren 
aus, doch immer mit negativem Erfolg. ,,Der Nachweis von Hydroxy|- 
amin ist wahrscheinlich nur infolge groBer chemischer Aktivitat dieser 
Substanz miBlungen... Es miissen spezielle Kunstgriffe zur Entdeckung 
dieser Zwischenstufe angewendet werden.‘ Wie aus der vorhergehenden 
Abhandlung hervorgeht, gibt ein Nachweis von Hydroxylamin nach der 
Methode von Kostytschew erst ein positives Resultat, wenn diese Verbindung 
in einer Konzentration von 2 mg/Liter zugegen ist, und hierin ist ein Haupt- 
grund fiir das MiBlingen des Nachweises zu suchen. P. Mazé* betrachtet 
das Hydroxylamin als ein Zwischenprodukt bei der ,,Denitrifikation“ als 
auch bei der Nitrifikation (biologische Oxydation von NH{j-Ionen zu 
NOj- bzw. NOj-Ionen). DaB ein Nachweis bis jetzt noch nicht erbracht 
worden ist, ist nach P. Mazé noch kein’ Beweis dafiir, daB Hydroxylamin 
nicht gebildet werde, und unter geeigneten Bedingungen kann ein Nachweis 
sicher gefiihrt werden. Baily und Stern‘ halten es fiir wahrscheinlich, dab 
Aminoséuren durch Reduktion von Verbindungen entstehen, die durch 
Einwirkung von Hydroxylamin oder salpetriger Saéure auf stickstofffreie 
organische Verbindungen gebildet werden. Kluyver und Donker ® fassen das 
Hydroxylamin als ein Zwischenprodukt bei der Nitrifikation auf. Prianisch- 
nikow® halt eine intermediére Bildung von Hydroxylamin bei der biologischen 
Reduktion von Nitraten zu Ammoniak fiir gegeben; eine Akkumulation 
soll jedoch nicht stattfinden, da Hydroxylamin schnell einer weiteren 
Reduktion zu Ammoniak anheimfallt. Zum SchluB8 sei noch erwahnt, 
daB ich iiber den Nachweis von Hydroxylamin bei der biologischen Re- 
duktion von Nitraten zum ersten Male auf einem KongreB in Oslo (Juni 1926) 
Bericht erstattete. 

Gegen die beriihmte Formaldehydhypothese von Baeyer zur Erklérung 
der Assimilation des Kohlenstoffs und gegen die Hydroxylaminhypothese von 
Sachsse und V. Meyer’ zur Erklérung der Synthese von Aminosaéuren in 
der Pflanze ist der Einwand erhoben worden, da8 die Giftigkeit beider 
Verbindungen gegen diese Hypothesen spreche. Nach O. Loew® stellt das 
Hydroxylamin ein starkes Pflanzengift dar; Bakterien und Schimmelpilze 
werden in neutraler Lésung noch bei einer Verdiinnung von 1: 10000 








1 0. Loew, Chem.-Ztg. 86, 57, 1912. 
2 Kostytschew und Tewetkowa, Zeitschr. f. physiol. Chem. 111, 198, 1920. 
3 P. Mazé, C.r. 172, 173, 1923. 
* Baily und Stern, Journ. chem. soc. 128, 185, 1923. 
5 Kluyver und Donker, Chemie der Zelle und Gewebe 13, 173, 1926. 
* Prianischnikow, Ergebn. d. Biol. 1, 442, 1926. Springer, Berlin. 
7 V. Meyer, B. 3, 68, 1870; B. 17, 1554, 1884. 
’ 0. Loew, Die chemische Energie der lebenden Zelle, 8S. 145. 
Miinchen 1899. 
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Von ff getétet, und Phanerogamen gehen bei einer Konzentration von 1: 15000 
xyl- J in einigen Tagen ein. Unter natiirlichen Bedingungen wird eine Anhéufung 
ach § yon Hydroxylamin bei weitem nicht tédliche Konzentrationen erreichen. 
men § Das Hydroxylamin wird schon bei den minimalsten Konzentrationen mit 
und Verbindungen, die eine Carboxylgruppe enthalten, reagieren und damit 
ukt J das erste stickstoffhaltige organische Produkt bilden. 

nen Brenztraubensaure ist bekanntlich als ein Zwischenprodukt des Glykose- 
ak ff abbaues durch Bakterien beobachtet worden; sie liefert mit Hydroxylamin 
SUS Hf q-[sonitrosopropionséure !: 

I cH,-coO—COOHn + H,NOH = CH,—C(= NOH).COOH + 4,0, 
ser [J eine Verbindung, die durch Reduktion in a-Aminopropionséure tibergefiihrt 
ing werden kann: 


a CH,—C—COOH + 4H + CH,—C—COOH + H,0. 

ager | 

ing NOH NH, 

- Die chemische C nthese von Aminoséuren ist also auf diesem Wege leicht 

a durchfiihrbar. Ubrigens ist auch auf biochemischem Wege, durch gaérende 

. a Hefe, die Reduktion der a-I[sonitrosopropionsaure zu Alanin erreicht worden ®, 

- Es sei noch kurz erwéhnt, daS man durch direkte Ernéhrung héherer 

sin und niederer Pflanzen mit Hydroxylamin einer Klérung des Problems, ob 

aie Hydroxylamin bei der ,,Stickstoffassimilation“ eine Rolle spiele, naéher zu 

aB kommen suchte. V. Meyer und Schulte (l.c.) ziichteten Mais und Gerste : 
in Néhrlésungen, die ausschlieBlich Hydroxylaminsulfat als Stickstoff- p 


” quelle enthielten, jedoch ohne Erfolg. Nach Miller und Hutchinson® ver- 
ie mégen ebenfalls Erbsen mit Hydroxylamin als einzige Stickstoffverbindung 
“% nicht zu gedeihen. Nach Raciborski* gedeihen Schimmelpilze, wenn ihnen 
on Hydroxylamin und Saccharose geboten wird. { 
vl Aus diesen Versuchen darf man nun nicht sofort den Schlué ziehen, 
i daB die Hydroxylaminhypothese von Sachsse und V. Meyer unrichtig sei; 
t denn es sei noch einmal betont, daS Hydroxylamin unter natiirlichen 
“s Bedingungen nicht akkumuliert wird, nur als Zwischenprodukt auftritt 
und schnell in organische Bindung tibergefiihrt wird. Und noch einmal 


- sei hervorgehoben, da8 synthetische Prozesse, welche bei gewéhnlicher 
. Temperatur verlaufen, auch ziemlich reaktionsfahige Substanzen voraus- 

ng setzen, Substanzen, die in relativ gréBeren Konzeritrationen Giftwirkungen 

* auf das Protoplasma lebender Zellen ausiiben werden. 

er Ein Grundprinzip biochemischer Arbeitsmethoden zwecks Nachweis 


aS und Isolierung von Zwischenprodukten, um einen naheren Einblick in 
“ den Chemismus komplizierter, biochemischer Prozesse zu gewinnen, ist 
durch geeignete Eingriffe den zu untersuchenden ProzeB so zu leiten, 
daB die Verarbeitung der Zwischenprodukte mit verminderter Ge- 
0. schwindigkeit verlauft. Gute Resultate haben in der Weise die Abfang- 
verfahren gegeben, indem durch direktes Abfangen der Zwischen- 
produkte mit geeigneten Verbindungen, mit denen die Zwischen- 


b. wie 





1 V. Meyer, Janny, B. 15, 1527, 1882; Gutknecht, B. 18, 1118, 1880. 
2 Maurer, diese Zeitschr. 189, 216, 1927. 

. 3 Miller und Hutchinson, Centralbl. f. Bakt. LI, 30, 513, 1911. 
‘ Referiert nach Czapek, Biochem. d. Pflanzen, HU, 167. 
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produkte, bevor der ProzeB der weiteren Verarbeitung  verlauft, 
reagieren, die intermediaér gebildeten Produkte angereichert werden. 

Begriff, Methode und Name ,,Abfangverfahren“ sind von Newberg 
und Farber! sowie Newberg und Reinfurth? gepriigt worden. Eine sehr 
volistandige Zusammenstellung tiber die Leistungen der Abfangverfahren 
findet man in einer Abhandlung von Newberg und Kobel*. 

Als Beispiele seien genannt: Das Abfangen von Acetaldehyd bei 
der alkoholischen Garung und verwandten Prozessen mittels neutraler 
schwefligsaurer Salze sowie mittels Dimedon durch Neuberg, Férber 
und Reinfurth (l. c.), ferner die Verifikation der Baeyerschen Form. 
aldehydhypothese durch Abfangen von Formaldehyd mit Dimedon bei 
der Photosynthese griiner Pflanzen als auch bei der Chemosynthese 
autotropher Bakterien ‘. 

Dasselbe Prinzip der Anreicherung durch Abfangen wurde bei 
diesen Untersuchungen mit Erfolg angewandt. Zum Abfangen von 
Hydroxylamin war es naheliegend, Verbindungen, die eine Carbony]- 
gruppe enthalten, mit denen sich Hydroxylamin unter Bildung von 
Oximinoverbindungen kondensiert und die beim Erhitzen mit Sauren 
unter Hydrolyse in die Komponenten zerfallen, zu waihlen. Es wurde 
ein Keton, und zwar Aceton und nicht ein Aldehyd gewahlt, da letztere 
nicht nur mit Hydroxylamin, sondern auch mit Dioxyammoniak 
reagieren, und zwar unter Bildung von Hydroxamsauren, die bei der 
Hydrolyse ebenfalls Hydroxylamin abspalten. Eine Akkumulation von 
Hydroxylamin durch einen Aldehyd wiirde, da das Hydroxylamin erst 
nach Hydrolyse durch Erhitzen mit Séuren nachgewiesen werden 
kann, sowohl auf Dioxyammoniak als auch auf Hydroxylamin als 
Zwischenprodukte der Nitratreduktion hinweisen. Hin Beweis fiir 
die Bildung von Hydroxylamin ist dagegen eine Anreicherung dieser 
Verbindung bei Gegenwart von Aceton; Ketone reagieren nimlich nicht 
mit Dioxyammoniak. Ketone sind auBerdem stabiler als Aldehyde; 
sie werden schwerer reduziert und sehr schwer oxydiert. Endlich sind 
sie sicher weniger giftig als Aldehyde; Aceton z. B. verzégert in Kon- 
zentrationen 5: 1000 die Reduktion von Nitrat durch Mikroorganismen 
nur wenig. 

Aceton reagiert bekanntlich mit Hydroxylamin unter Bildung von 
Acetoxim, eine Reaktion, die umkehrbar ist. Schon beim Stehen 


' Neuberg und Farber, diese Zeitschr. 78, 238, 1916. 

2 Neuberg und Reinfurth, ebendaselbst 89, 365, 1918 und 92, 234, 1918; 
106, 281, 1920. 

* Neuberg und Kobel, Handbuch d. biolog. Arbeitsmethoden, IV, }, 
593—-614, 1927. 

* Kurono, diese Zeitschr. 161, 168, 1924; Klein und Werner, ebenda- 
selbst 168, 361, 1926; Klein und Soolba, Zeitschr. f. Bot. 19, 65, 1926. 
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einer Lésung von Acetoxim mit verdiinnten Sauren, schneller beim 
Kochen, tritt Hydrolyse ein: 
CH,—C—CH, + H,NOH = CH,—C—CH, + H,0. 
li | 
O NOH 
Acetoxim ist leicht léslich in Wasser, in Substanz verfliichtigt es 

sich beim Stehen an der Luft. Acetoxim bildet mit Saéuren wie mit 
Basen Salze; nach Lunden' haben die Dissoziationskonstanten von 


Acetoxim bei 25° den Wert: kgase = 0,648 . 107"; kgiure = 0,596 . 107”. 
Der isoelektrische Punkt berechnet sich demnach zu: 





Jogo = yim x to o = 1,04. 10-7, 
Kpase ; 

liegt also in unmittelbarer Nahe des Neutralpunkts. Acetoxim ist 
mit Wasserdimpfen fliichtig, wenn eine Wasserdampfdestillation 
der ungefihr neutralen Lésung vorgenommen wird, eine Eigenschaft, 
die in hervorragender Weise zur Lésung des Problems beitragt, da eine 
Analyse von Medien, in denen Bakterien gewachsen sind, wegen der 
Bildung groBer Mengen organischer Substanz (Aufbau der Zellen, 
Abbau von Glykose, Bildung von Farbstoffen usw.) sehr beschwerlich, 
ja oft unméglich ist. Durch eine einfach auszufiihrende Wasserdampf- 
destillation kann nun die Trennung erreicht werden. Bei der Destillation 
von 500 ccm eines ungefaihr neutralen (pq etwa 6,0 bis 8,0) Kultur- 
mediums geht die Hauwptmenge von Acetoxim in den ersten 100 ccm 
iiber, die nachsten 100 ccm enthalten jedoch noch erhebliche Mengen, 
und auch die weiteren 100 ccm geben eine starke Reaktion auf Hydroxy]l- 
amin nach Verseifen. 

Vor der Destillation wird das Kulturmedium auf Nitrat und Nitrit 
mit Griess’ Reagens und Zinkstaub (Empf. 1 mg NO, /Liter) bzw. Griess’ 
Reagens (Empf. 0,001 mg/Liter) untersucht®. Es ist von Bedeutung, 
die Kulturen méglichst in dem Augenblick der Wasserdampfdestillation 
zu unterwerfen,‘in dem die Nitrat- und Nitritprobe kein positives 
Resultat mehr geben (siehe spater). In fast allen Fallen konnte bei 
negativem Ausfal] der Nitritprobe auch eine Abwesenheit von Nitrat 
konstatiert werden. Das py der Kulturmedien schwankte zwischen 
pu 5,8 bis 7,0, und unter diesen Bedingungen, wie auch in starker 
alkalischen Medien, reduzieren Mikroorganismen Nitrate unter Akku- 
mulation relativ groBer Mengen von Nitrit, und es kann fast stets bei 
Abwesenheit von Nitrit auf eine vollstandige Reduktion von Nitrat 
anmnemenes werden. Sicherheitshalber ist jedoch in allen Fallen eine 


1 Landolt Bornstein, 5. Aufl., 1162. 
2 Blom, B. 59, 121, 1926. 
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qualitative Analyse auf Nitrat auszufiihren. In mehr saurer Lésung, 
z. B. bei der Reduktion von Nitrat durch Schimmelpilze (pq etwa 2 
bis 5,5), liegen die Verhaltnisse so, daB eine intermediire Bildung von 
Nitrit nicht nachgewiesen werden kann, und es daher den Anschein hat, 
als ob Nitrit nicht ein Zwischenprodukt der Reduktion von Nitrat 
darstelle, da es sofort der weiteren Reduktion anheimfallt?!. 

Es ist von Bedeutung, auf Abwesenheit von Nitrat und Nitrit 
zu priifen, da sonst der Einwand erhoben werden kénnte, daB das 
vorhandene Hydroxylamin bzw. Acetoxim erst beim Erhitzen durch 
Reduktion von NO; bzw. NO,-Ionen gebildet sei; vermag doch Glykose- 
(und sicher auch manche andere organische Verbindungen) in neutraler 
oder‘schwach alkalischer Lésung NO,-Ionen (nicht aber NO;-Ionen ’) 
auch ohne Anwesenheit von Mikroorganismen, jedoch erst beim Er. 
warmen, zu Ammoniak zu reduzieren?. 

Aus demselben Grunde wurde bei spiteren Versuchen auf eine 
Neutralisation der zumeist schwach sauren Medien vor Ausfiihrung 
der Wasserdampfdestillation verzichtet, da Alkalihydroxyd, Alkali- 
carbonat, Bicarbonat oder auch Calciumcarbonat wechselnde, manchma! 
groBe Mengen von Nitrit enthalten. Calciumcarbonat ist besonders 
geeignet, eine annihernd neutrale Reaktion bei der Wasserdampf.- 
destillation zu erhalten, da es, im Uberschu8 angewendet, ohne stark 
alkalisch zu wirken, eine Neutralisation von Sauren, die beim Erhitzen 
durch Zersetzung organischer Verbindungen entstehen, bewirkt. 

Eine Neutralisation stairker saurer und starker basischer Medien 
ist vor dem Ausfiihren der Wasserdampfdestillation jedoch unerlaBlich, 
da der isoelektrische Punkt des Acetoxims in unmittelbarer Nahe des 
Neutralpunkts liegt und es in stark sauren wie in stark basischen 
Lésungen sicher iiberhaupt nicht — wenigstens weit schwieriger — 
mit den Wasserdimpfen tibergeht. In saurer Lésung wird andererseits 
beim Kochen eine Hydrolyse des Acetoxims eintreten. 

Es kann noch der Einwand erhoben werden, daB Oxime bzw. 
Hydroxylamin schon bei der Sterilisation der Medien durch Erhitzen 
im Autoklaven bei einer Reduktion von Nitrat und Nitrit durch die 
in der Nahrlésung vorhandenen organischen Verbindungen entstanden 
seien. Um die Technik des Nachweises von Hydroxylamin auszuarbeiten, 
wurde absichtlich mit Rohkulturen gearbeitet; eine Sterilisation der 
Nahrmedien war daher iiberfliissig. Bei Ausfiihrung von Versuchen 
mit Reinkulturen ist die Glykoselésung getrennt von der Lésung der 
anorganischen Komponenten zu autoklavisieren oder auch eine Sterili- 

sation des Nahrmediums durch Filtration zu unternehmen. 


1 Ritter, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 29, 570, 1911. 
2 Baudisch, B. 50, 652, 1917. 
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Weiterhin kénnte noch der Einwand erhoben werden, daB die 
Bildung von Hydroxylamin bzw. Oximen unter Einwirkung des Lichtes 
stattgefunden habe. Wissen wir doch nach Untersuchungen von 
Baudisch', daB Nitrate bei Anwesenheit organischer Substanzen bei 
Belichtung reduziert werden. Eine Lésung, die Nitrate und Alkohol 
enthalten, gibt schon nach kurzem Belichten eine starke Reaktion auf 
Hydroxamsiuren, die hydrolysiert Hydroxylamin liefern. Aus diesem 
Grunde wurden die Kulturen in einem dunklen Thermostaten auf- 
bewahrt und erst nach Verschwinden der Nitrit- und Nitratreaktion 
ans Tageslicht gebracht. 

Gegen den Einwand, daB das Hydroxylamin erat bei Ausfiihrung 
der Wasserdampfdestillation durch Reduktion sauerstoffreicherer Ver- 
bindungen entstanden sei, kann noch als letzter und wichtigster Punkt 
angefiihrt werden, daB eine Priifung der Medien stets zuerst direkt 
ohne Destillation vorgenommen wurde, und zwar durch Versetzen 
von 100 ccm der nitrit-nitratfreien Lésung mit 10 ccm der Sulfanil- 
siure-Essigsiurelésung; nach etwa 5 Minuten langem Kochen wurde 
abgekiihlt, nochmals auf Nitrit bzw. Diazobenzolsulfosiure gepriift und 
endlich nach negativem Ausfall der letzten Priifung, das Hydroxylamin 
mit Jod oxydiert, der Uberschu8 an Jod entfernt und auf p-Diazo- 
benzolsulfosiure mit a-Naphthylamin gepriift. Die Lésung war von 
Anfang an nitritfrei, etwa gebildetes Nitrit wird zur Diazotierung 
verbraucht, und eine Reduktion von sauerstoffreicheren anorganischen 
Verbindungen zu Hydroxylamin kann in der sauren Lésung nicht 
stattfinden. Die Destillation wurde nur unternommen, um im Destillat 
die Reaktion mit p-Bromnitrosobenzol-a-Naphthylamin bzw. Diacetyl- 
monoxim-Nickel durchzufiihren, um vor jedem Irrtum gesichert zu sein. 

Es ist andererseits zu beachten, daB die Versuche méglichst bald 
nach Aufhéren der Nitrit-Nitratreaktionen unterbrochen werden. Nur 
bei dieser bestimmten Versuchsdauer gelingt es, Oxime bzw. Hydroxyl- 
amin in gréBeren Mengen nachzuweisen. Eine langere Versuchsdauer 
kann — auch unter sonst giinstigen Bedingungen — ein MiBlingen des 
Nachweises zur Folge haben. Nach qualitativen Versuchen nimmt die 
Menge der Oxime bzw. Hydroxylamin ab, was auch nur verstandlich 
ist, da die Verbindungen zu Aminen, Aminosiuren bzw. Ammoniak 
reduzierbar sind. Acetoxim liefert mit chemischen Reduktionsmitteln 
Isopropylamin. 

Zum Nachweis von Hydroxylamin bzw. Acetoxim im Destillat 
wird das Destillat in eine Sulfanilsiure-Essigsiurelésung aufgefangen, 
sodann iiber freier Flamme in einem Becherglas erhitzt. Das Acetoxim 
wird hierbei hydrolysiert, Aceton geht aus der Lésung mit den Wasser- 


1 Baudisch, B. 44, 1009, 1911. 
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dampfen fort, wahrend Hydroxylamin sich aus der essigsauren Lésung 
bei kurzem Erhitzen nicht in nennenswertem Mafe verfliichtigt. |s 
wurde Sulfanilsiure-Essigsiurelésung vorgelegt, um bei der Destillat ion 
etwa entstehende und tibergehende salpetrige Séure durch Diazotierung 
abzufangen. Acetoxim wird durch salpetrige Saure in Propylpseudo. 
uitrol iibergefiihrt und Hydroxylamin durch salpetrige Saure unter 
Entwicklung von Stickoxydul zersetzt. 

Um die Kostytschewsche Reaktion (Empf. 2mg NH,OH/Liter) 
durchzufiihren, wird im allgemeinen ein Einengen nétig sein.. Da 
Hydroxylamin langsam aus der essigsauren Lésung mit den Wasser. 
dampfen fortdestilliert, ist es angebracht, die Lésung vor Einengen 
mit einigen Tropfen Salzsiure (konzentriert) zu versetzen. 

Hydroxylamin ist, wenn auch in weit geringerem Grade als 
Ammoniak, mit Wasserdimpfen fliichtig. Diese Eigenschaft wurde 
versucht, in einigen der ersten Versuche auszunutzen, um nach Ver- 
seifen der Oxime aus der alkalischen oder sehr schwach sauren Lésung, 
das Hydroxylamin abzudestillieren und in der Weise von den iibrigen 
Produkten zu trennen. Diese Versuche hatten jedoch nur wenig Erfolg, 
entweder wird das Hydroxylamin oxydiert oder zersetzt, nur sehr 
kleine Mengen konnten im Destillat neben gréBeren Mengen von Nitrit 
nachgewiesen werden. 

Andere Versuche, das Hydroxylamin mit Diacetyimonoxim ab- 
zufangen und das etwa entstandene Diacetyldioxim mit Nickel nach 
der J'schugaeffschen Reaktibn nachzuweisen, miBlangen véllig, an- 
scheinend wegen der geringen Empfindlichkeit dieser Reaktion (2 mg 
NH,OH/Liter). Bromnitrosobenzol zwecks Anreicherung von Hydroxy!- 
amin zu verwerten und unter gleichzeitiger Anwesenheit von a-Naphtho! 
eine et waige Bildung von Hydroxylamin als p-Brombenzolazo-a-Naphtho| 
nachzuweisen, miBlang ebenfalls ; Bromnitrosobenzol ist sehr zersetzlich, 
wird schnell oxydiert oder reduziert. Benzaldehyd oder Acetaldehyd 
als Abfangreagens zu verwerten, wurde bald zugunsten von Aceton 
aufgegeben. 

Es ist tiber allen Zweifel erhaben, daB Hydroxylamin bzw. Oxime 
bei der Reduktion von Nitraten durch Mikroorganismen gebildet werden. 

Es war in etwa 35 Kulturen, die daraufhin untersucht wurden, 
stets, wenn auch in wechselnder Menge, nach vollkommener Zerstérung 
von Nitrit mit Sulfanilsiure-Essigsiure und nach Oxydation mit Jod 
mit Hilfe von a-Naphthylamin nachweisbar. (Empfindlichkeit de1 
Reaktion 0,003 mg NH,OH/Liter.) 

Es war in den Medien, die unter Zugabe von Aceton angesetzt 
waren, in weit gréBerer Menge als in den ohne Aceton bereiteten vor- 
handen. 
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Es konnte in den mit Aceton angesetzten Kulturmedien nach 
Destillation des Acetoxims im Destillat nach Hydrolyse mit Sauren 
mit Hilfe des Bromnitroso-a-Naphtho nzes (Empf. 0,2 mg 
NH,OH/Liter) in einigen Fallen nach der Reaktion von Fischer 
(Empf. 0,5mg NH,OH/Liter) und nach Eindampfen in mehreren 
Fillen mit dem Diacetylmonoxim-Nickelreagens (Empf. 2 mg 
NH,OH/Liter) nachgewiesen werden. 

Nachdem der Beweis gefiihrt worden ist, daB Hydroxylamin bzw. 
Oxime in den Kulturmedien gebildet werden, ist die Frage, wie das 
Hydroxylamin bzw. die Oxime entstanden sind, zu beantworten. Sie 
kénnen entstanden sein: 

1. Durch Reduktion sauerstoffreicherer, anorganischer Verbin- 
dungen, die alle mit Hilfe chemischer Reduktionsmittel in Hydroxyl- 
amin tibergefiihrt werden kénnen. 

2. Durch Oxydation von Ammoniak bzw. NH,*-Ionen. (Hydroxy]- 
amin ist meines Wissens noch nicht bei einer Oxydation von Ammoniak 
auf rein chemischem Wege beobachtet worden.) 


3. Durch Hydrolyse von 
a) Hydroxamsiuren, die aus Dioxyammoniak und Aldehyden 
gebildet werden: 
CH,-CHO + HO-NH-OH — CH,-CO-NH-OH + H,O 
und die unter Abspaltung von Hydroxylamin hydrolysiert 
werden: 
CH,-CO-NH-OH + H,O — CH,-COOH + H,NOH*. 


b) durch Hydrolyse von Oximen, die 
a) aus Ketonen, Aldehyden, Ketosiuren usw. durch Kon- 
densation mit Hydroxylamin oder 


B) durch Oxydation von Aminen oder Aminosauren oder 


y) durch Reduktion von Hydroxamsauren 
entstanden sein kénnen. 


Es ist schon lange bekannt, daB manche Mikroorganismen, die 
nur aerob zu wachsen vermégen, bei Anwesenheit von Nitraten unter 
vollkommenen Abschlu8 von Sauerstoff gedeihen kénnen. Das NO,- 
Ion tibernimmt die Rolle des Sauerstoffs als Wasserstoffakzeptor und 
wird dabei zuerst zum NO,-Ion reduziert. Aus dem NO,-Ion entsteht 


* Angeli Angelo, G. 80, I, 595; 88, II, 241. 
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bei weiterer Reduktion — sehr wahrscheinlich unter intermediarer 
Bildung von Dioxyammoniak — Hydroxylamin, das nun endlich zu 
Ammoniak, dem Endpunkt der Reduktion von NOj;-Ionen, reduziert 
wird. 


Es ist sehr wahrscheinlich, daB das Hydroxylamin auf diesem 
Wege durch direkte Reduktion sauerstoffreicherer, anorganischer Stick- 
stoffverbindungen entsteht; da aber Hydroxylamin sehr schnell mit 
Ketonen und Aldehyden reagiert und da Verbindungen dieser Art 
beim Abbau von Glykose entstehen, ist es verstandlich, daB Hydroxy!- 
amin gar nicht oder nur zu einem geringen Teile frei in der Lésung 
vorhanden ist. Bei Zugabe von Aceton zu den Kulturmedien ist eine 
bedeutende Zunahme an Hydroxylamin bzw. Acetoxim nachweisbar. 
DaB Aceton einen Einflu8 auf die Akkumulation von Hydroxylamin 
ausiibt, kann wohl nur durch eine direkte Bildung von Hydroxylamin, 
das zu Acetoxim gebunden wird, erklart werden. Ketone reagieren 
nicht mit Dioxyammoniak, und gerade aus diesem Grunde wurde ein 
Keton und nicht ein Aldehyd zwecks Akkumulation von Hydroxylamin 
gewahlt. 


Ein Teil des Hydroxylamins kann, da es erst nach Erhitzen mit 
Saéuren nachgewiesen wird, durch Hydrolyse von Hydroxamséuren — 
entstanden durch Kondensation von Aldehyden mit Dioxyammoniak — 
sowie durch Hydrolyse von Oximen — gebildet durch Reduktion von 
Hydroxamséuren — entstanden sein. 


Es ist dagegen wenig wahrscheinlich, daB die Mikroorganismen 
zuerst das NO}-Ion zum NHj-Ion reduzieren, und dann erst das 
NHj-Ion zu Hydroxylamin oxydieren und ebenso unwahrscheinlich 
ist, daB zuerst Amine oder Aminoséuren auf einem anderen Wege als 
tiber Hydroxylamin gebildet werden, und diese dann erst zu Oximino- 
verbindungen oxydiert werden, die endlich unter Hydrolyse Hydroxy!- 
amin abspalten. 


Fragen wir uns nun, aus welchem Grunde die bisherigen Versuche 
zum Nachweis von Hydroxylamin fehlgeschlagen sind, so ist der Haupt- 
grund des MiBlingens des Nachweises bei friiheren Untersuchungen in 
der Unempfindlichkeit der zum Nachweis verwendeten Reaktionen 
zu suchen. Erst nach Ausarbeitung zweier neuer, 4uBerst empfindlicher 
Reaktionen war es méglich, den Nachweis zu fiihren. Das Hydroxy!- 
amin ist eine sehr labile, d4uBerst reaktionsfahige Verbindung. Eine 
Anreicherung von freiem Hydroxylamin bzw. [NH,OH . H]* in den 
Kulturmedien ist nicht zu erwarten, da es nur ein Zwischenprodukt 
der Reduktion von NO}-Ionen zu NH}-Ionen darstellt, in schwach 
alkalischen Lésungen einer Zersetzung unter N, oder N,O-Bildung 
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anheimfallt, in alkalischer oder neutraler Liésung mit NO}-Ionen in 
saurer Lésung mit HNO, unter Abspaltung von N,O reagiert: 
H,NOH .HNO,— (HON = NOH + H,0)— N,O + 2H,0, 
oder durch Dioxyammoniak unter Stickstoffentwicklung zersetzt wird: 
HONH, + (HO),NH — N, + 3H,0. 


Die beim Auf- und Abbau organischer Substanzen gebildeten Ver- 
bindungen, die eine reaktionsfahige Carbonylgruppe enthalten, bilden 
mit Hydroxylamin Oximinoverbindungen. Eine Anwesenheit von 
freiem Hydroxylamin in gréBeren Konzentrationen ist also sehr un- 
wahrscheinlich und es wird nur iiber Proben zum Nachweis von freiem 
Hydroxylamin berichtet. AuBerdem ist nicht beachtet worden, dab 
salpetrige Siure Oxime in Pseudonitrole tiberfiihrt, Hydroxamsauren 
unter N,O-Bildung zersetzt und jede Spur von freiem Hydroxylamin 
unter N,O-Entwicklung zerstért. 


Kulturmedien. 


Im Verlauf der Arbeit wurden verschiedene, jedoch nur wenig von- 
einander abweichende Medien benutzt. 


Zusammensetzung der Medien. 








— 

I Il ll IV 
Glykose . . oe 2¢ lg 2¢ 2¢g 
Ca (NOs) . Oke. a . 0,8 g 0.8 g 1 g 
.. Sara 7“ lg 
KH,PO, . . ante 05 ¢ 0.5 ¢ 
0 0,5 g 0,5 g 
MgS0,.7 H,V 0,2 g 
Fe, Clg . 12 Hy O 01 g 
i « «4.6 Lett 2¢g lg lg 
en a eo a 1000 cem 1000 ecm 1000 cem 1000 cem 

Leitungswasser dest. Wasser 


Die Kulturen wurden in Flaschen, die 2,5 Liter enthalten konnten 
und die mit einem Glasstopfen versehen waren, angesetzt. Die Flaschen 
wurden mit der Nahrlésung vollkommen gefiillt und mit einem Glasstopfen 
lose verschlossen, um ein Entweichen von Gasen (CO,, N,, N,O) durch 
Hochheben zu erméglichen, ein Eindringen von Luft aber zu verhindern. 
Die Kulturen wurden in einem dunklen Thermostaten bei einer Tem- 
peratur von 28 bis 30°C aufbewahrt. Wurden Kulturen mit Aceton an- 
gesetzt, so wurden stets Kontrollkulturen unter denselben Bedingungen 
ohne Aceton durchgefiihrt. In allen Fallen wurde mit 5 g Erde (Garten-, 
Acker- oder Walderde) geimpft. Die vorhandenen Nitratmengen sind so 
gering, daB im Verlauf des Wachstums keine besonders starke Gasent- 
wicklung (N,, N,O, NO, CO,) beobachtet werden konnte. Nach Verlauf 
von etwa 70 Stunden wurden jede 3 Stunden Proben auf Nitrat und Nitrit 
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ausgefiihrt. Sofort nachdem die Griesssche Reaktion und die Reaktion 
mit Griess’ Reagens und Zink vollkommene Abwesenheit von Nitrit und 
Nitrat anzeigten, wurde die Untersuchung durchgefiihrt. 


Versuche zur Trennung des Hydroxylamins von dem Reaktionsmedium 
durch Destillation. 


Die Kulturmedien stellen nach drei- bis viertaégiger Tatigkeit cer 
Mikroorganismen triibe, nach Butterséure und Milchséure riechende, oft 
etwas schleimige Lésungen dar, die zur Ausfiihrung von Mikroreaktionen 
sehr ungeeignet sind. Es wurde deshalb versucht, eine Methode zur Trennung 
des Hydroxylamins von dem Substrat auszuarbeiten. Hydroxylamin ist 
nun in Analogie zum Ammoniak mit Wasserdémpfen fliichtig und kann, 
da es eine Base darstellt, in vorgelegter Séure aufgefangen werden; ebenfalls 
ist es méglich, das Hydroxylamin bei Zimmertemperatur mittels eines 
Luftstroms abzusaugen oder durch eine Vakuumdestillation abzutreiben. 
Es wurde nun versucht, diese Eigenschaft zwecks Durchfiihrung einer 
Trennung auszunutzen; man st68t jedoch auf uniiberwindliche Schwierig- 
keiten. Hydroylamin ist schon bei Zimmertemperatur eine zersetzliche 
Verbindung, beim Kochen der Lésungen wird ein Zerfall natiirlich be- 
schleunigt. In einigen Versuchen wurden Oxime und Hydroxamséuren 
zuerst durch Kochen mit verdiinnter Essigséure hydrolysiert. Wie bei 
einer Ammoniakdestillation wurde dann bei den ersten Versuchen die 
Lésung alkalisch gemacht und dann erst destilliert, jedoch nur mit dem 
Erfolg, da®B das Hydroxylamin entweder zersetzt, zu NO, oxydiert oder 
sich mit Ketonen oder Aldehyden wieder kondensierte, um dann nicht 
iiberzugehen, da Oxime schwache Séuren darsteilen, die in alkalischer 
Lésung zuriickgehalten werden. 


1. Versuch. 500ccm des Naéhrmediums (I) wurden, nachdem die 
Griesssche Reaktion eine vollkommene Abwesenheit von Nitrit anzeigte, 
mit 20ccem einer Lésung von Sulfanilséure in Essigséure versetzt und 
einige Minuten zum Sieden erhitzt, um Oxime und Hydroxamséuren zu 
hydrolysieren. Darauf wurde mit verdiinntem Alkali versetzt (bis Pheno!- 
phthalein rot) und 100cem abdestilliert. Das Destillat wurde in 10 ccm Sulf- 
anilséure-Essigséure aufgefangen, um etwa gebildete salpetrige Séure durc! 
Diazotieren von Sulfanilséure an einer Einwirkung auf Hydroxylamin zu 
hindern. Das Destillat zeigte eine starke Reaktion auf Nitrit und nur eine 
schwache Reaktion auf Hydroxylamin. Das Hydroxylamin war also zersetzt 
oder oxydiert worden; in der Lésung waren vor der Destillation grote 
Mengen von Hydroxylamin, dagegen kein Nitrit nachweisbar. 


2. Versuch. Ausgefiihrt wie Versuch 1, nur wurde die Lésung nicht 
alkalisch gemacht. Im Destillat geringe Reaktion auf Nitrit; Reaktion 
auf Hydroxylamin starker als Versuch 1. 


3. Versuch. Es wurden 500 ccm des Na&hrmediums nach Zugabe von 
10 cem Eisessig destilliert. Dies war zulaissig, da das Medium kein Nitrit 
enthielt. Fast kein Nitrit im Destillat, dagegen recht gute Ausbeute an 
Hydroxylamin. 

4. Versuch. Direkte Destillation von 500 ccm der Lésung (px = 7) 
(kein NO, anwesend). Im Destillat schwache aber sehr gut wahrnehmbare 
Reaktion auf Hydroxylamin. 
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5. Versuch. Die Trennung des Hydroxylamins durch Hindurchsaugen 
eines Luftstromes durch die nach Verseifen der Oxime mit Séuren alkalisch 
gemachte Lésung bei Zimmertemperatur durchzufiihren, hatte ebenfalls 
wenig Erfolg. 


6. Versuch. Das Hydroxylamin sofort nach Entstehen durch Kultur 
der Mikroorganismen im Vakuum bei 30° durch eine Vakuumdestillation 
abzufangen, war ebenfalls erfolglos. 

Es wurden noch zahlreiche andere Versuche ausgefiihrt, die aber hier 
der Kiirze halber nicht aufgezaéhlt seien. 

Es zeigen diese Versuche, da8 die Hauptmenge des Hydroxylamins 
als nicht fliichtige Oxime und Hydroxamséuren im Medium vorhanden ist ; 
bei der direkten Destillation der Nahrlésung waren nur Spuren von Hydroxy!- 
amin im Destillat nachweisbar. Da Hydroxylamin eine schwichere Base 
ist als Ammoniak (Dissoziationskonstante unbekannt), gelingt es, das 
Hydroxylamin aus der essigsauren Lésung abzutreiben; es wird zudem 
nur ein ganz geringer Teil zu Nitrit oxydiert, und es findet sicher eine voll- 
kommene Hydrolyse der Oxime und Hydroxamséuren statt. Da Hydroxyl- 
amin aus essigsaurer Lésung fliichtig ist, ist es angebracht, bei der Hydrolyse 
von Oximen und Hydroxamséuren oder beim Eindampfen hydroxylamin- 
haltiger Lésungen, Salzséure statt Essigsiure anzuwenden. Es ist dann 
aber zu beachten, da8 die Empfindlichkeit des Nitritnachweises und daher 
auch des Nachweises von Hydroxylamin bei Gegenwart von Mineralséuren 
sehr stark herabgesetzt wird' und eine Oxydation von Hydroxylamin 
mittels Jod in mineralsaurer Lésung iiberhaupt nicht stattfindet*. Mineral- 
siuren sind daher vor Ausfiihrung der Reaktionen mit Natriumacetat 
abzustumpfen. 

| 


Versuche zum Nachweis von ,,freiem® neben ,,zebundenem® Hydroxylamin. 


Es wurden fiir diese wie auch fiir die spateren Versuche die folgenden 
Reagenzien benutzt *: 

1. Sulfanilsféurelésung. 10,5 g Sulfanilsiure (m/20), 6,8 g Natrium- 
acetat (m/20), 300g Eisessig (etwa 5 mol.) werden mit 600 ccm Wasser 
zum Sieden erhitzt und das Kochen 3 Minuten unterhalten. Nach Ab- 
kiihlung wird auf 1000 ccm verdiinnt. 

2. a-Naphthylaminlésung. Etwas mehr als | Liter Wasser wird zum 
Sieden erhitzt, darauf mit 5g a-Naphthylamin versetzt und das Kochen 
5 Minuten fortgesetzt, worauf durch ¢in groBes Filter filtriert wird. In 
etwas weniger als 1000 ccm des heiBen Filtrats werden 5ccm Salzséure 
(konzentriert d = 1,19) hinzugesetzt und nach Abkiihlen auf 1 Liter ver- 
diinnt. Die Lésung ist dann mit Hinblick auf Salzséure etwa n/16. 

3. Eine Lésung von 1,3 g Jod in 100 ccm Eisessig (etwa n/10). 

4. Eine Lésung von 2,5g Na,8,0,.5H,O in 100 cem Wasser (etwa 
n/10). 

Unter freiem Hydroxylamin sei hier die Summe von NH,OH und 
(NH.OH .H)*-lonen, unter gebundenem Hydroxylamin Verbindungen, 


1 Jlosvay v. Ilosva, Bl. (3) 2, 317. 
2 F. Raschig, Schwefel- und Stickstoffstudien 1924, 8. 183. 
* Blom, B. 59, 121, 1926. 
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die bei der Hydrolyse mit Séuren Hydroxylamin abspalten, verstanden. 
Diese Versuchsreihe wurde mit Rohkulturen, die in Nahrmedium (I) ge- 
wachsen waren, ausgefiihrt. (Zur Impfung wurde frische Ackererde ver- 


wandt.) Es wurden bei den folgenden Versuchen stets 100 cem der Nahr. 
lésung (N.L.), 10cem der Lésung von Sulfanilséure in Essigsdure (S.), 
5ccem der a-Naphthylaminlésung (a-N.) genommen. Zur Oxydation von 
Hydroxylamin zu NO, wurde genau lcem n/10 Jod in Eisessig (J.) und 
zur Entfernung des Uberschusses 1 cem n/10 Thiosulfatlésung verwandt. 


1. Priifung auf Nitrit (100 cem N.L., 10 cem S., 5cem a-N.): 

Nicht die geringste Spur einer Rotfarbung. 

2. Priifung auf Nitrat (100cem N.L., 10cem S., 5cem a-N. unter 
Zugabe von wenig Zinkstaub): 

Nitrate nicht in nachweisbarer Menge anwesend. 

3. Priifung auf ,,gebundenes“ + ,,freies“* Hydroxylamin: 

a) 100cem N.L. + 100cem 8. wurden in einem Kolben 5 Minuten 
zum schwachen Sieden erhitzt. Nach Abkiihlung auf Zimmertemperatur 
wurde 1 ccm Jod in Eisessig hinzugegeben und nach Verlauf von 5 Minuten 
der Uberschu8 an Jod durch 1 cem n/10 Thiosulfat entfernt und nunmehr 
die Lésung mit 5ccm a-N. versetzt. 

Sehr intensive Rotfarbung der Lésung. 


b) Versuch, ausgefiihrt wie unter a) beschrieben, nur wurde das Jod 
nach etwa 10 bis 15 Sekunden durch Thiosulfat entfernt. 


Intensive Rotfairbung fast ebenso stark als in a). 


4. Kontrolle (100 cem N.L., 10 cem S8., 5 Minuten erhitzt, abgekiihlt, 
mit 5cem a-N. versetzt): 


Keine Spur einer Rotfarbung. 

5. Priifung auf freies Hydroxylamin: 

a) 100 cem N. L. + 10 cem 8S. + leem J. Nach 5 Minuten UberschuS 
von Jod durch lecm Thiosulfatlésung entfernt und 5cem a-N.-Lésung 
hinzugegeben. 

Sehr schwache Rotfarbung. 


b) Versuchsanordnung wie unter 5a beschrieben, Einwirkungszeit des 
Jods 10 bis 15 Sekunden, wie in Versuch 3b. 


Kaum wahrnehmbare Farbung. 


Diese Versuche zeigen, da8 in diesem Kulturmedium der allergrébte 
Teil des Gesamthydroxylamins als gebundenes Hydroxylamin — wabhr- 
scheinlich als Hydroxamséuren oder Oxime — anwesend ist. Die in Ver- 
such 5a nachweisbaren geringen Mengen von freiem Hydroxylamin sind 
sicher zum gréBten Teile durch. Hydrolyse von Oximen oder Hydroxam- 
séuren beim Stehen der sauren Lésung entstanden. Ganz geringe Mengen 
von freiem Hydroxylamin sind jedoch sicher anwesend. Vielleicht 
befindet sich das freie Hydroxylamin nur in den Zellen und kann dann erst 
nach Zerstérung der Zellwand durch Kochen in die Lésung treten. Sicher 
ist es, daB die Mengen an freiem Hydroxylamin so éuBerst gering sind, daS 
an einen direkten Nachweis mit p-Bromnitrosobenzol + a-Naphthol nicht 
gedacht werden kann, da die Empfindlichkeit letzterer Reaktion (0,1 mg 
NH,OH/Liter) nicht groB genug ist. 
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Versuche zum Abfangen von Hydroxylamin mit Aceton. 


Die Nahrlésungen wurden in Flaschen, die 2,5 Liter enthalten, mit 
5g frischer Ackererde geimpft. 


1. Nahrlésung II mit 0,4 cem/Liter Aceton versetzt. Nach Verlauf von 
70 Stunden nitritfrei. Temperatur des Thermostaten 28°C. pr = etwa 6,2, 

Priifung auf Nitrit: negativ. 

Priifung auf Nitrat: negativ. 

Priifung auf gebundenes + freies Hydroxylamin: starke Reaktion 
auf Hydroxylamin nach Verseifen der Oxime und Hydroxamséuren durch 
kurzes Kochen von 100 cem des N&ahrmediums mit 10 cem der Lésung von 
Sulfanilsiure in Essigséure. 

Um das gebildete Acetoxim von der Néhrlésung zu trennen, wurden 
500 cem des Mediums mit 5g Calciumcarbonat versetzt und 100 cem 
abdestilliert. Das Destillat wurde in 10 ccm Sulfanilséure-Essigséure auf- 
gefangen, durch Kochen das Acetoxim gespalten und etwaige Spuren von 
Nitrit gleichzeitig durch Diazotieren der Sulfanilsfure und Verkochen des 
Diazotats entfernt. Nach Abkiihlung ergab die Priifung eine sehr starke 
Reaktion auf Hydroxylamin. 

Bei einem zweiten in derselben Weise ausgefiihrten Versuch wurde 
das Destillat in 10 ccm n/10 Salzséure aufgefangen. Die Hauptmenge an 
Acetoxim ging in den ersten 100 ccm iiber, die weiteren 100 cem enthielten 
jedoch noch ansehnliche Mengen von Acetoxim. Beim Erhitzen der salz- 
sauren Lésung wird das Acetoxim schnell quantitativ gespalten, und das 
entstandene Hydroxylamin verfliichtigt sich nicht beim Kochen der Lésung. 
Aceton wird bei linger andauerndem Kochen vollkommen mit den Wasser- 
dimpfen entfernt, so daB eine Riickbildung von Acetoxim beim Abkiihlen 
und Neutralisieren nicht stattfinden kann. 

Die Menge von Hydroxylamin im Destillat war sehr groB. Nach Ab- 
kiihlen wurde die Halite der (10 cem n/10) Salzséure enthaltenden Lésung 
mit 10 ccm der Sulfanilséure-Essigséurelésung versetzt — durch das vor- 
handene Natriumacetat wird die freie Séure abgestumpft — und nunmehr 
in der schon beschriebenen Weise auf Hydroxylamin gepriift. In diesem 
Falle war die Menge an Hydroxylamin so groB, daB die Reaktion mit 
p-Bromnitrosobenzol-a-Naphthol und Natriumhydroxyd eine starke rote 
Fillung nach Zugabe einiger Tropfen einer Magnesiumsalzlésung gab. 


2. Nahrlésung I], ohne Aceton, nach 70 Stunden untersucht. 
pa = etwa 6,2. 

Starke Reaktion auf Gesamthydroxylamin, doch weniger stark als 
in der mit Aceton (0,4 ccm/Liter) versetzten Kultur. 


3. Nahrlésung III, mit 0,4ccm Aceton/Liter versetzt. Die Reaktion 
auf Nitrit verschwand erst nach 120 Stunden. px = etwa 5,6. 


Reaktion auf Nitrit: negativ. 

Reaktion auf Nitrat: negativ. 

Reaktion auf gebundenes Hydroxylamin: duBerst stark. 500 ccm 
des Néhrmediums wurden mit 5g Calciumcarbonat versetzt und 200 cem 
abdestilliert und in 1 cem konzentrierter HCl aufgefangen. Das Destillat 
wurde dann auf dem Wasserbad eingeengt und darauf auf Hydroxylamin 
untersucht : 
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a) AuGerst starke Reaktion nach der Sulfanilséure-a-Naphthylamin- 


methode. 
b) Sehr starke Reaktion mit p-Bromnitrosobenzol-a-Naphthol. 


c) Gut wahrnehmbare Reaktion mit dem Diacetylmonoxim-Nicke!- 
reagens. 


4. Nahrlésung III, ohne Aceton. Die Nitritreaktion war nach etwa 
90 Stunden verschwunden. Das Medium zeigt einen starken Geruch nach 
Butterséure. pa = etwa 5,8. 


Priifung auf Nitrit: negativ. 
Priifung auf Nitrat: negativ. 
Priifung auf Gesamthydroxylamin: sehr ansehnliche Reaktion. 


Wiederholung der Versuche iiber Nachweis von ,,freiem® neben ,,gebundenem* 
Hydroxylamin und Abfangen des Hydroxylamins mit Aceton. 


Eine mit Glasstopfen versehene Flasche wurde mit dem Niahr- 
medium (IV) und eine zweite Flasche mit dem Nahrmedium + 2 ccm 
Aceton pro Liter angesetzt. Beide wurden mit 5g Gartenerde geimpit 
und in einem dunklen Thermostaten bei 30°C aufbewahrt. Nach etwa 
96 Stunden erwies die Griesssche Reaktion Abwesenheit von Nitrit, und 
es wurde zur Untersuchung geschritten. 


Ergebnisse der Untersuchung der ohne Aceton angesetzten Kultur. 


Beim Messen der Aziditaét mit der Chinhydronelektrode war es voll- 
kommen unméglich, nach direkter Zugabe von Chinhydron zum Nahr- 
medium konstante Werte zu erzielen (vielleicht ist durch die anaeroben 
Bakterien Wasserstoff produziert worden, vielleicht sind stark reduzierende 
oder oxydierende Enzyme in Medien vorhanden, die Chinhydron reduzieren 
oder oxydieren). Es wurden 100ccm des Mediums zum Sieden erhitzt 
und sofort nach Beginn des Siedens auf Zimmertemperatur abgekiihlt. 
Nun konnten konstante Werte erzielt werden. pg = 5,7. 

Nitrit (100 cem N.L. + 10cem 8. + 5cem a-N.): Keine Spur einer 
Rotfarbung. 

Nitrat (100 cem N. L. + 10 cem S8..+ 5cem a-N. + wenig Zinkstaub): 
Ziemlich starke Reaktion. 

Diphenylamin + Schwefelséure: Ziemlich starke Reaktion. 

Die Aziditaét der Lésung ist durch Bildung von Séuren beim Abbau 
der Glykose — das Medium enthielt kein CaCO, — zu einem Wert gestiegen, 
wo Nitrit nicht mehr in meBbaren Mengen bei der Nitratreduktion auftritt. 

»Freies“’ Hydroxylamin (100cem N.L.+ 10cem 8.+ 1leem J., 
Einwirkungszeit des Jods 30 Sekunden, lecm Na,8,0;, 5ecm a-N. 
t = 25°C): Sehr schwache, doch deutlich wahrnehmbare Reaktion. 

Gesamthydroxylamin (100 cem N. L. + 10 cem 8. zum Sieden erhitzt, 
5 Minuten iiber kleinster Flamme stehengelassen, abgekiihlt, ein Teil auf 
Nitrit gepriift, leem J., Einwirkungszeit 5 Minuten, t = 25 bis 30°, 
lecem Na,S,O, + 5cem a-N.): Ziemlich starke Reaktion, sehr viel starker 
als Reaktion auf freies Hydroxylamin. 
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Ergebnisse der Untersuchungen der mit Aceton (2 cem/Liter) angesetzten Kultur. 

Die Untersuchung wurde — wenn nicht anderes geschrieben ist — 
genau wie in der vorhergehenden Versuchsreihe durchgefiihrt. pa = 60. 

Nitrit: Keine Reaktion. 

Nitrat (Griess und Zink) (Diphenylamin + Schwefelséure): Keine 
Reaktion. 

,Freies“* Hydroxylamin: Nur éuBerst geringe Mengen nachweisbar. 
Die Intensitaét der Farbung ist nur ein Bruchteil von der in der ohne Aceton 
angesetzten Kultur; was auch nur versténdlich ist. 

Gesamthydroxylamin: Es wurde nach Erhitzen auf Nitrit ohne Erfolg 
gepriift. Sehr groBe Mengen von Hydroxylamin nachweisbar. Schatzungs- 
weise 15- bis 20mal soviel als in der ohne Aceton angesetzten Kultur. 

Kontrolle: Es wurden hier nochmals alle Reagenzien gepriift, ohne 
auch nur Spuren von Nitrit oder Hydroxylamin nachweisen zu kénnen. 


Destillationsversuche. 


Es wurden 500 ccm der Néhrlésung destilliert und das Destillat in 
leem Salzséure (20%ig) aufgefangen. 

Nitrit: Keine Reaktion (freie HCl mit CH,COONa abgestumpft). 

Hydroxylamin: Der Nachweis wurde nach 5 bis 10 Minuten langem 
Kochen zwecks Hydrolyse von Acetoxim und Entfernen von Aceton durch- 
gefiihrt. 

1. Nachweis von Hydroxylamin mit Griess’ Reagens, nach Oxydation 
mit Jod. Sehr starke Reaktion. 

2. Nachweis von Hydroxylamin mit p-Bromnitrosobenzol-d-Naphthol. 


‘Sehr starke Reaktion; starke, intensiv rote Fallung. 


3. Nachweis von Hydroxylamin nach Fischers Reaktion. Nur schwache 
Violettfarbung, die nach kurzer Zeit wieder verschwand. 

4. Nachweis von Hydroxylamin nach Kostytschew gab kein positives 
Resultat. 

Es wurden weiter 100 ccm abdestilliert und untersucht. Das Destillat 
enthielt kein Nitrit, dagegen noch ansehnliche Mengen von Acetoxim. 


Diese Arbeiten sind zum Teil im Laboratorium von Dr. phil. 
S. Waksman (New Brunswick, N. J., U.S. A.) wahrend eines Studien- 
aufenthalts als ,,fellow: des ,,International Education Board“ aus- 
gefiihrt worden. Ich méchte den Herren Prof. Dr. phil. Fr. Weis 
(Kopenhagen) und Dr. phil. S. Waksman fiir das Interesse, das sie 
mir bei Ausfiihrung dieser Arbeiten erwiesen haben, danken. Zu be- 
sonderem Dank bin ich dem ,,International Education Board“ fiir die 
Gewahrung des ,,fellowship‘ verpflichtet. 
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Untersuchungen 
iiber den Einflu6 einiger basischen Fraktionen des 
Fleischextrakts auf die Sekretion der Magendriisen. 


Von 
R. Krimberg und S. A. Komarow. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Riga.) 


(Eingegangen am 7. Februar 1928.) 


In der Absicht, die physiologische Wirkung der Muskelhormone 


im allgemeinen und speziell ihre Wirkung auf die Driisen des Ver- 


dauungstraktus méglichst vollstandig kennenzulernen, haben wir auber 


dem Carnosin, den methylierten Guanidinen, dem Carnitin, Cholin und 
anderen Stoffen in chemisch reinem Zustande auch noch den Fleisch- 
extrakt bzw. einige aus demselben nach gewissen Methoden erhaltlichen 
Fraktionen als solche in den Kreis unserer Beobachtungen aufgenommen. 
Wenn die Fraktionierungsmethode eine zuverlassige ist in dem Sinne, 
daB dabei die in den Extrakten praformiert enthaltenen Substanzen 
keine weiteren Umwandlungen erleiden und also die Bildung von 
chemischen Kunstprodukten ausgeschlossen ist, so kénnen durch Ein- 
fiihrung der erha!tenen Fraktionen in den Tierkérper nach mehreren 
Richtungen wertvolle Aufschliisse erzielt werden. Als eines der 
wichtigsten Ergebnisse unserer Versuche mit den aus dem Phosphor- 
wolframsaureniederschlag des Fleischextrakts erhaltenen basischen 
Fraktionen kann angefiihrt werden, daB die auf die Verdauungsdriisen 
excitosekretorisch einwirkenden Substanzen in denjenigen Fraktionen 
enthalten sind, in welche das Carnosin, Methylguanidin und Carnitin 
iibergehen, und daB die zum Teil sehr hohe Aktivitat dieser Fraktionen 
im groBen und ganzen durch die Anwesenheit gerade der genannten 
Stoffe zu erklaren ist. Auf Grund unserer Versuche kénnen wir also 
mit groBer Wahrscheinlichkeit voraussetzen, daB das Carnosin, dic 
methylierten Guanidine, das Cholin, sowie das auBer jedem Zweife! 
physiologisch aktive Carnitin wenn nicht die einzigen, so doch aller- 
dings die wichtigsten unter den durch Phosphorwolframsaure fallbaren 
Substanzen des Fleischextrakts sind, welche auf die Verdauungsdriisen 
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excitosekretorisch einzuwirken vermégen. Unter gewissem Verdacht 
bleibt wobl nur die Carnosin- bzw. Carnosin-Methylguanidinfraktion, 
von welcher man vermuten darf, daB darin wenigstens noch eine 
physiologisch aktive Substanz vorhanden sein kénnte, die aber bis 
jetzt unbekannt ist. Ohne die tibrigen durch die Einverleibung der 
einzelnen basischen Fraktionen des Fleischextrakts erzielten Resultate 
weiter anzufiihren, gestatten wir uns hier lediglich noch zu betonen, 
daB durch die von uns in groBer Zah] ausgefiihrten Tierversuche das 
sehr starke sekretorische Reizvermégen des Fleischextrakts bzw. der 
darin enthaltenen Hormone nochmals deutlich zutage tritt. 

Uber den Einflu8 der eigentlichen Carnosinfraktion auf die Sekretion 
der Magendriisen als auch iiber den EinfluB derselben und noch einiger 
anderen Fraktionen des Fleischextrakts auf die Absonderung des Pankreas- 
saftes und der Galle haben wir schon vor nicht langer Zeit ausfiihrlich 
berichtet ?. 


Die vorcliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Sekretion der 
Magendriisen unter dem Einflu8 aller nach den von uns benutzten 
Fraktionierungsmethoden erhaltlichen basischen Fraktionen des Fleisch- 
extrakts, nur die eigentliche Carnosinfraktion ausgenommen, deren 
Wirkung auf die Sekretion der Magendriisen, wie soeben bemerkt, 
schon friiher beschrieben worden ist. Hinsichtlich der Darstellung der 
Extrakte aus frischem Fleisch, als auch hinsichtlich der benutzten 
Fraktionierungsmethoden der Extrakte verweisen wir auf die letzten 
zwei zitierten Arbeiten. Die Versuche wurden an zwei Hunden mit 
einfacher Magenfistel und Osophagostomig und an zwei Hunden mit 
dem Magenblindsack nach Heidenhain- Pawlow ausgefiihrt. Die Lésungen 
der Fraktionen wurden in die V. jug. ext. injiziert. 


Die nach dem _ ,,reduzierten’’ Verfahren dargestellte Carnosin- 
Methylquanidinjraktion erwies sich in bezug auf die Sekretion der 
Magendriisen als die wirksamste von allen, und eben dadurch ist die 
verhaltnismaBig groBe Zahl der Versuche (im ganzen 21), welche von 
uns mit dieser Fraktion an allen vier Hunden angestellt worden sind, 
zu erklaren. Das allgemeine Wirkungsbild dieser Fraktion ist im groBen 
und ganzen dasselbe, wie von uns schon friiher anlaBlich der Versuche 
mit der nach dem ,,urspriinglichen“ Verfahren dargestellten Carnosin- 
fraktion beschrieben, jedoch im Vergleich mit der letzteren scheint die 
, Toxizitat’* der Carnosin-Methylguanidinfraktion eine gréBere zu sein. 
Sehr bald, etwa 15 Sekunden nach Beginn der Injektion, tritt hier 
nimlich eine stark ausgepragte Dyspnoe (Vertiefung und Beschleunigung 
der Atmung) ein, welche bis zum Ende der Injektion dauert. Zuweilen 


1 R. Krimberg, diese Zeitschr. 157, 188, 1925; R. Krimberg und S. A. 
Komarow, ebendaselbst 171, 169, 1926; 184, 442, 1927. 
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Tally ll, 
Versuche=mit der Carnosin. 


Abkiirzungen in den Tabellen: alk. = alkalisch; b. = bis; Dsp. = Dispnoe; Gal.au, 


= haufiges Knurren in den Gedaérmen; Inj. = Injektion; n = nach; ntr. = neutral): 
WwW. = weiterer: 


























. Einverleibte Fraktion 
E L Menge des 
: ig | 2 | ae |__cettat | segebencn Menges a" 
& | Datum 2 oS ———| — 
3 E | 4 § 3 : Stick —~ 4 frischer | Liebigs | vor der Injektion 
? i a) B (stoff | Ol | Muskeln | Extrakts | ‘ata 
? 1926 kg | com mg mg | g ry 2 1 
1| 5.VI a. || 105/188 | 870 | 100 | — | — 05k 
2| 8.VI | B32 10,0 | 1382 | 352 | 152 _ = ~ |}@Baee 
8/2v. $7.\ 9 |2°s) 60) 79 | 2100/ 91 = = 108. 
4 3.VI. | | 38 50| 6 | 17%) 7% | — = fen 
5 10. VI. | S22 100/159 346 £— 7,64 — (O5alk 
6 27.IV./ c./12 J§@"| 50) 775) 169; — | 3,78 0 0 
7 26. IV. | | 10,0 | 1645 440 199 — 0  0,5alk 
8 23.IV. | | 90/148 | 396 171 — 0,5 | O5ntr 
9 21. IV. 70/114 308 133 — O7ntr. O5ntr 
10 10.VL $b. /17 J. 10,0 | 159 | 3465 — 7,64 0 0 
11 30.1V | 28 | 100/155 339, — 7,47 1,08.  O5ntr 
12 3. V 3 10,0155 | 339 — 7,47 — | 1,0alk 
13 6. V gf | 70/109 | 2897; — | 628 | — |O5ak 
14 21. 1V de | 180la4 | 572) a7 | — | — |Odet 
15 26.1V $= | 120/197 | 528, 228 | — 0,3 0 
16 23. IV. gS 9,0 148 396 v7 | = 0 0) 
17 10.VE NS | a5 Zs 10,0 /159 | 3466, — | 7,64 | O5s. (03s 
18 | 3. V.j | Poy 10,0| 155 | 339 — 747 | — | O5alk 
19 38. IV. | | | 9,0 | 189.5 805 — 6,72 | — |O5alk 
2 IV. | | 8,0 | 124 1 — 598 | — /|10s 
21. 6. V.| | 7,0} 1085) 2837 5 — 5,23 — |O5alk 
Neb heinungen bei 

Versuchsnummer: 1 Dsp. wh. Inj.; Spfl. wh. 1—5’ n. Inj.; Gal.aus. (25,0 com) wh. 2—5’ n. 


Inj.; Pbschl. v. 100 b. 220 wh. 5’, b. 150—130 wh. w. 30’ n. Inj.; h. Knr. 

2 Dsp. wh. Inj.; Gsabg.; Spfl. wh. 1—10’ n. Inj.; Gal.aus. (3,0 ccm) wh. 
5—10’ n. Inj.; Pbschl. v. 100 b. 230 wh. 1—5’ n. Inj, b. 130—125 wh. 
w. 150’ n. Inj. 

3 Dsp. wh. Inj.; Spfl. wh. 1—6' n. Inj.; h. Kor.; Pbschl. v. 100 b. 200 
wh. 1—7' n. Inj. 

4 Dsp. u. Gsabg. wh. Inj.; Spfl. wh. 1—6’ n. Inj.; Gal. aus. (7,0 com) wh. 
3—7' n. Inj.; Pbschl. v. 100 b. 220—150 wh. 1—8’ n. Inj. 

5 Dsp. wh. Inj.; Spfl. wh. 1—4’ n. Inj.; Gal.aus. (2,0 com) wh. 5—8’ n. 
Inj.; Gsabg. wh. 1—8’ n. Inj.; Pbschl. v. 100 b. 180—120 wh. 1—15’ 
n. Inj.; b. Kar. 

6 Dsp. wh. Inj.; Gsabg.; Spfl. wh. 1—6’ n. Inj.; Gal.aus. (4,0 com) wh. 
4—-25' n. Inj.; Pbschl. v. 95 b. 180—150 wh. 1—7’ n. Inj.; bh. Kar. 

7 Spf. wh. 1—5’ n. Inj.; Pbschl. v. 100 b. 170 wh. 1—5’, b. 135 wh. w. 
12’ n. Inj. 

8 Spf. wh. 1—5’ n. Inj. ; Pbschl. v. 95 b. 170—120 wh. 15’ n. Inj. 

9 Spf, Pbschl. v. 110 b. 140 wh. 1—2’ n. Inj.; hb. Knr. 

10 Dsp. wh. Inj.; Spfl. wh. 1—7’ n. Inj.; Pbschl. v. 95 b. 135—120 wh. 
1—5’ n. Inj.: b. Knr. 
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Tabell, 
AINOSin. i. — : 
Methylguanidinfraktion. 
Gal.aus 
Gallenausscheidung; Gsabg. = Abgang von Gasen aus dem Rektum; h. Knr. 
iitennts Pbschl. = Pulsbeschleunigung; s. = sauer; Spf. Speichelfluss; v. = von; 
‘9 wh. = wahrend. 
——— 
enge des 2 7 | 
wine ausgeschiedenen Magensaftes a: 3 Se + £ a . 
halbstiindiger Zeitintervalle in ccm Be 3 2 oti = : 2 3 
se - c =s= »° 
niko | fy 2 |atdi) 33 | <3 
: nach der Injektion Ae 2 sso 0 av. 
OCT ee Lay 4 id # 
1 x | a : ccm ecm 
1 2 3 4 5 6 Min. Std. ccm n/l0Lsg. n/10Lsg, 
0.9 alk 
ose 1301140) 60/50] 30 | ax. | 7 | 2, | 0) 88 | 66 
0.58 41,0 | 27,0 | 200 | 90 2,0 1,0 10 3 100,0 103 88 
O.5ntr 39,0 | 19,0 4,0 2,0 alk. - 7 2 64,0 92 78 
O.5alk 20,0 10,0 | 10,0 1,0 alk. — 7 2 41,0 48 10 
0) 10,0 5,0 40 4,0 2,0 2.0 8 3 27,0 35 0 
0.5 alk 5.0 5.0 s. alk. — -- 5 1 10,0 88 0 
O.5ntr 3.0 3,0 | 3,0 3,0 alk. — 5 2 12,0 88 58 
0.5 ntr 11,0 40 |} 1,5 15 10alkk.) — 5 2 18,0 111 90 
0 8,0 15 0,5 ~- — — 5 1'/, 10,0 122 92 
0.5 nt 20/ 40] 25 25 15 | alk. 5 2), 125 107 101 
1.0alk 2,0 3,0 8,0 | 2,5 0,5 -- 5 2", 11,0 116 78 
0.5 alk 7,0 2,0 2,0 15 1,0 _ 5 2/5 13,5 100 48 
O.5alk 1,5 15 | 5,0 1,0 alk. -- 10 2 9,0 68 28 
0 80) 05) 05 | — os — 5 1g 90 132105 
0 3,5 85 | 4,5 2,0 2,0 = 1,0alk. 5 2"5 20,5 141 130 
3s. 3,5 1,0 10; @ _— _ 5 11), 5.5 122 100 
).5 alk. 1,0 0.5 0,5 | 2,0 1,0 _— 10  >24, 5.0 58 16 
Falk 3,0 3,0 1,5 1,5 1,0 -~ 7 > 2%, 10,0 105 77 
Os 1,7 1,0 0 — -— - 5 1 2,7 84 36 
alk 4,0 1,0 05 05 0,5 -- 5 | >2, 6,5 122 80 
2,0 0,5 0.5 | alk. ~ -- 10 1)/, 3,0 93 48 
Nebenerscheinungen bei 
Versuchsnummer; 11 Dsp. wh. Inj.; Spfl. wh. 1—3’ n. Inj.; Pbschl. v. 95 b. 190-130 wh 











1—5’ n. Inj.; b. Kner. 

12 Dsp. wh. Inj.; Spf. wh. 1—7’ n. Inj.; Gsabg.; h. Knr.; Pbschl. v. 9 b. 
150—120 wh. 1—5’ n. Inj. 

13 Dsp. wh. Inj.; Spfl. wh. 1—5’ n. Inj.; Gsabg.; h. Knr.; Pbschl. v. 95 b. 
180—120 wh. 1—5’ n. Inj. 

14 Dsp.; Spfl., Pbschi. v. 106 b. 300—250 wh. 1—5’ u. b. 180—150 wh. w. 
10’ n. Inj.; h. Knr. 

15 Dsp. wh. Inj.; Spfl.; Pbschl. v. 100 b. 300—180 wh. 1—5’ u. b. 150 wh. 
w. 10’ n. In.; h. Kor. 

16 Dsp. wh. Inj.; Spfl.; Pbschi. v. 110 b. 300—200 wh. 1—6' n. Inj; 
h. Kar. 

17 Dsp. wh. Inj.; Spfl.; Pbschl. v. 100 b. 300—200 wh. 1—5' n. Inj.; 
h. Knr. 

18 Dsp. wh. Inj.; Spfl.; Gsabg.; h. Kor. Pbschl. v. 100 b. 250-130 wh 
1—7’ n. Inj. 

19 Dsp. wh. Inj.; Spfl.; Pbschl. v. 95 b. 260—120 wh. 1—4' n. Inj.; bh. Kor 

20 Dsp. wh. Inj.; Spfl.; Pbschl. v. 95 b. 190—130 wh, 1—5’ n. Inj. 

21 Dsp. wh. Inj.; Spfl.; Gsabg.; bh. Knr.; Pbschi. v. 100 b. 300 wh. 1-4’, 
b. 150—120 wh. w. 7’ n. Inj. 
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ist auch eine Verlangsamung des Pulses mit Zunahme seiner Fiillung 
bemerkbar; die Pulsverlangsamung tritt einige Sekunden nach der 
Injektion auf und dauert 1 bis 2 Minuten, wonach sie jedoch stets 
durch typische Beschleunigung des Pulses und Abnahme seiner Fiillung 
abgelést wird. Der Beginn der Driisentatigkeit gibt sich ganz zuerst 
durch Speichelflu8 kund; derselbe wird stets beobachtet und dauert 
einige Minuten nach der Injektion. 

Die excitosekretorische Wirkung der Carnosin-Methylguanidin- 
fraktion auf die Magendriisen ist eine sehr starke. Die Versuchsresultate 
sind in der Tabelle I zusammengestellt, und wir sehen aus derselben, 
daB z. B. durch Einverleibung von Gaben, welche nur 66 mg Stickstoff 
enthielten und nur etwa 76 g frischer Muskeln entsprachen, von Gaben 
also, welche eigentlich als sehr klein betrachtet werden miissen, schon 
ziemlich groBe Mengen, namlich etwa 41 ccm vollwertigen Magensafts 
erhalten werden konnten (Versuch 4), und daB sogar eine Gabe dieser 
Fraktion, welche nur 3,7 g Liebigextrakt mit 77,5 mg Stickstoff entsprach, 
sich noch als sehr aktiv erwies und 10 ccm Magensaft von der Gesamt- 
aziditat 88 lieferte (Versuch 6). Versuche an Hunden mit dem Magen- 
blindsack nach Heidenhain-Pawlow ergaben, wie ebenfalls Tabelle I 
zeigt, dieselben Resultate wie die soeben beschriebenen, an ésophago- 
stomierten Hunden mit einfacher Magenfistel ausgefiihrten. Die Latenz- 
periode erstreckt sich gew6hnlich bis zu 5 bis 7 Minuten und nur sehr 
selten bis zu etwa 10 Minuten. Der Sekretionsverlauf ist in der groBen 
Mehrzahl! der Faille ein regelmafiger. Die einmal in Gang gekommene 
Sekretion dauert etwa 114 bis 214 Stunden, und die gréBte Intensitat 
der Saftabsonderung fallt in der Regel auf die erste Stunde. 

Die sekretionserregende Wirkung dieser Fraktion des Fleisch- 
extrakts auf die Magendriisen mu8B wenigstens zum Teil durch die 
Anwesenheit des Carnosias in derselben erklart werden, da das Carnosin, 
wie von uns schon friiher ausfiihrlich berichtet worden ist, Hunden in 
Gaben von nur etwa 10 bis 20 mg freier Base auf 1 kg Kérpergewicht 
intravenés appliziert, schon deutlich sekretionserregend auf die Magen- 
driisen einwirkt'. Die starke Toxizitaét der angewandten Carnosin- 
Methylguanidinfraktion zwingt jedoch zu der Annahme, daB in der- 
selben auBer dem Carnosin, dessen Einverleibung sogar in Gaben bis 
etwa 90 mg freier Base auf 1 kg Kérpergewicht bekanntlich noch keine 
starkeren allgemeinen Reaktionserscheinungen seitens des Organismus 
hervorruft?, auch noch andere physiologisch aktive Stoffe vorhanden 
sein miissen. In erster Linie kommen hier natiirlich die methylierten 
Guanidine in Betracht. Durch die Einwirkung hauptsachlich dieser 


1 R. Krimberg und S.A. Komarow, diese Zeitschr. 176, 467, 1926. 
2 Siehe auch S. A. Komarow, ebendaselbst 151, 469, 1924. 











—— —_ SS we 





EinfluB basisch. Fleischextraktfraktionen auf d. Magendriisensekretion. 415 


letzteren Stoffe findet die schon erwahnte stark ausgeprigte Dyspnoe, 
die Pulsverlangsamung und Steigerung des Blutdrucks, der SpeichelfluB, 
wwie die im Vergleich mit der Einverleibung des reinen Carnosins 
beobachtete, bedeutend stairkere excitosekretorische Wirkung der 
ngewandten Carnosin-Methylguanidinfraktion auf die Magendriisen 
‘nre véllig befriedigende Erklarung. 

Die excitosekretorische Wirkung der Carnosin-Methylguanidin- 
fraktion auf die Magendriisen ist also je nach der GréBe der einverleibten 
Gabe stets eine mehr oder weniger starke. Wir méchten nebenbei 
‘edoch auch noch erwahnen, daB ein so scharfer Unterschied zwischen 
len Fraktionen aus frischem Fleisch und denjenigen aus dem Liebigschen 
Extrakt in bezug auf ihre sekretionserregende Wirkung, wie dies von 
uns friiher bei den nach dem ,,urspriinglichen’ Verfahren dargestellten 
Carnosinfraktionen beobachtet werden konnte, hier nicht zu bemerken 
war. Diese Tatsache ist augenscheinlich wohl durch die ungefahr gleiche 
chemische Zusammensetzung der einverleibten Fraktionen zu erklaren. 
Die aus 9,5 kg frischen Fleisches dargestellte Carnosin-Met hylguanidin- 
fraktion enthielt namlich 8,23 g Stickstoff und etwa 22g Carnosin, 
waihrend dieselbe Fraktion aus 450g Liebigextrakt 9,34 g Stickstoff 
und 20,4 g Carnosin enthielt, wobei der Carnosinstickstoff in der ersten 
Fraktion (aus frischem Fleisch) 66,27 °%, und in der zweiten Fraktion 
(aus Liebiegextrakt) 54,11°%, des Gesamtstickstoffs der betreffenden 
Fraktionen ausmachte. | 

AuBer diesen nach dem ,,reduzierten“ Verfahren dargestellten 
Carnosin-Methylguanidinfraktionen wurden von uns auch noch zwei 
nach dem ,,urspriinglichen’’ Verfahren, jedoch ohne Anwendung von 
Magnesiumoxyd gewonnene M ethylguanidinfraktionen an einem HundeT’. 
mit einfacher Magenfistel und Osophagostomie gepriift. Die eine dieser 
Fraktionen war aus 225g Liebigextrakt und die andere aus 3,5 kg 
Muskelfleisch dargestellt worden; die erstere enthielt 1,029 g und die 
zweite 0,44 g Stickstoff; beide Fraktionen wiesen eine stark positive 
Diazoreaktion auf. Die Ergebnisse unserer Tierversuche mit diesen 
Fraktionen sind in der Tabelle II in aller Kiirze zusammengestellt ; 
um jedoch auch die allgemeinen Reaktionserscheinungen seitens des 
Organismus etwas umstandlicher anzugeben, fiihren wir auBerdem 
noch das Versuchsprotokoll 6 in extenso an. Aus diesen Belegen sieht 
man deutlich, daB die eigentliche Methylguanidinfraktion des Fleisch- 
extrakts einen ebenfalls sehr bedeutenden excitosekretorischen EinfluB 
auf die Magendriisen ausiibt. 

Nach Einverleibung der Lésungen dieser Fraktion intravendés 
schieden sich aus der Magenfistel im. Anfang regelmaBig ganz betracht- 
liche Mengen (zuweilen bis 15 ccm) Galle aus, und erst nach einer 
Latenzperiode von 5 bis 40 Minuten begann die Absonderung reichlicher 
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Mengen eines vollwertigen Magensaftes ; dieselbe erreichte ihr Maximum 


wahrend der zweiten und dritten Stunde nach der Injektion und dauerte 


alsdann bei ungefahr derselben Intensitaét mehrere Stunden an. Noch 
bevor die Abscheidung aus der Magenfistel begonnen hatte, war stets 
ein lebhafter SpeichelfluB sowie Tranenabsonderung bemerkbar. Eine 
Reaktion nicht nur seitens aller Driisen des Verdauungstrakt us, sondern 
sogar auch seitens einiger anderer Ausscheidungsdriisén des Organismus 
ist, wie im hiesigen Laboratorium festgestellt, fiir die Wirkung der 
methylierten Guanidine, welche ja in dieser Fraktion des Fleischextrakts 
im Vordergrunde der in ihr enthaltenen physiologisch aktiven Stoffe 
stehen diirften, eigentiimlich. Aber nicht minder charakteristisch fiir 
die Wirkung der methylierten Guanidine sind auch diejenigen Er- 
scheinungen, welche von uns seitens des Respirations- und des Zirkula- 
tionsapparats, sowie seitens der Skelettmuskulatur beobachtet wurden 
Gleich nach der Injektion stellte sich namlich eine eigenartige Dyspnoe 
mit verlangerter Inspiration und kurzer, fast krampfhafter Exspiration 
ein, wobei die letztere sehr oft vom Niesen, Husten und Schnaufen 
begleitet wurde’. Der Puls verlangsamte sich sofort nach der Injektion 
von 100 bis 60 in der Minute und wurde stark gespannt. Es muB jedoc) 
erwahnt werden, daB wir in einigen Versuchen, besonders nach Ein- 
verleibung kleinerer Gaben dieser Fraktion, anstatt einer Pulsverlang- 
samung, welche also fiir die reine Methylguanidinwirkung charakteristisc); 
ist, im Gegenteil auch eine Pulsbeschleunigung beobachten konnten. 
Die oben erwihnte, stark positive Diazoreaktion weist darauf hin, 
daB in dieser Fraktion auch noch erheblichere Mengen von Imidazol- 
kérpern, vor allem Carnosin, enthalten sein muBten. Es scheint uns, 
daB eben in der Mitwirkung hauptsichlich des letzteren der Grund 
der von uns zuweilen beobachteten Pulsbeschleunigung zu suchen ist. 

Die nach Einverleibung dieser Fraktion beobachtete Erhéhung 
des Tonus der Skelettmuskulatur, das Muskelzittern und die allgemeine 
Erregung der Tiere sind ebenfalls durch die Wirkung der methylierten 
Guanidine zu erklaren. 

Wie schon gesagt, muB die hier untersuchte Methylguanidin- 
fraktion als eine ebenfalls sehr aktive Fraktion des Fleischextrakts in 
Bezug auf die Magendriisen bezeichnet werden. Versucht man jedoch, 
ihren diesbeziiglichen excitosekretorischen Wert mit demjenigen der 
vorher besprochenen Carnosin-Methylguanidinfraktion zu vergleichen, 
so erweist es sich, daB derselbe im allgemeinen doch viel kleiner ist 
als der excitosekretorische Wert der letztgenannten Fraktion. Tat- 
sachlich, aus Tabelle Il, Versuche 1 und 2, sieht man, daB Gaben der 
Methylguanidinfraktion, welche etwa 700 g Muskelfleisch entsprechen. 


1 Siehe auch S. A. Komarow, diese Zeitschr. 147, 223, 1924. 
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beim Hunde 7’. eine Absonderung von etwa 62 ccm Magensaft hervor- 
gerufen haben; andererseits, aus Tabelle I, Versuche | bis 4, sieht man 
aber auch, daB nach Gaben der Carnosin-Methylguanidinfraktion, 
welche ebenfalls etwa 700 g Muskelfleisch entsprechen, derselbe Hund 
mit Absonderung mehrmals gréBerer Mengen dieses Saftes reagiert 
hat. Stoffe, welche die Magendriisen excitosekretorisch zu beeinflussen 
imstande sind, waren aus frischem Fleisch in die Methylguanidin- 
fraktion durchschnittlich also in einer sechsmal kleineren Menge als in 
die Carnosin-Methylguanidinfraktion tibergegangen. Dasselbe bezieht 
sich auch auf den Liebigextrakt. Vergleicht man nimlich die in der 
Tabelle II, Versuche 3 bis 5, angegebenen Gesamtmengen des aus- 
geschiedenen Magensaftes mit denjenigen aus der Tabelle I, Versuche 5 
und 6, so sieht man, daB die excitosekretorische Wirkung der Methy]- 
guanidinfraktion aus dem Liebigextrakt im Durchschnitt mehr als 
dreimal schwacher gewesen ist als die Wirkung der Carnosin-Methy]- 
guanidinfraktion desselben Extrakts. Wir begegnen hier in bezug auf 
den relativen excitosekretorischen Wert des Extrakts aus frischem 
Fleisch und des Liebigextrakts also derselben Erscheinung, welche 
wir schon friiher in unseren Versuchen tiber den EinfluB der eigent- 
lichen Carnosinfraktion auf die Sekretion der Magendriisen beobachtet 
haben. 

Die excitosekretorische Wirkung der Carnitinfraktion des Fleisch- 
extrakts auf die Magendriisen wurde durch Versuche, in welchen vier 
verschiedene Praparate zur Anwendung kamen, gepriift. Zwei Praparate 
dieser Fraktion waren nach dem ,,urspriinglichen’’ und die anderen 
zwei nach dem ,,reduzierten** Verfahren dargestellt worden. Das erste 
nach dem ,,urspriinglichen** Verfahren dargestellte Praparat stammte 
aus 3,5 kg Muskelfleisch und enthielt 1,87 g Stickstoff, welch letzterer 
25,62°%, des durch die angewandte Phosphorwolframsaure nieder- 
geschlagenen gesamten Basenstickstoffs ausmachte. Das zweite nach 
demselben Verfahren erhaltene Praparat stammte aus 225g Liebig- 
extrakt und enthielt 2,68 g oder 23,42 °, des gesamten Basenstickstoffs. 
Von den nach dem ,,reduzierten‘‘ Verfahren dargestellten Praparaten 
der Carnitinfraktion stammten das erste aus 9,5 kg Muskelfleisch und 
das zweite aus 450g Liebigextrakt; das erste enthielt 4,86 g oder 
24,92%, und das zweite 4,62 g oder 21,19°%, des gesamten Basen- 
stickstoffs. Es mu$ darauf hingewiesen werden, daB die zum Teil 
verschiedene Darstellungsweise augenscheinlich ohne irgendwelchen 
gréBeren Einflu8 auf die chemische Zusammensetzung der erhaltenen 
Carnitinfraktionen gewesen ist, was man daraus schlieBen kann, daB 
in alle vier Fraktionen ungefahr die gleiche Menge (etwa 21 bis 25%) 
des gesamten durch die Phosphorwolframséure niedergeschlagenen 
Basenstickstoffs tibergegangen war. Es ist aus diesem Grunde nicht 
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zu verwundern, da8 auch in physiologischer Beziehung diese Fraktionen 
sich alle als ziemlich gleichwertig erwiesen haben. 


Der EinfluB der Carnitinfraktion auf die Sekretion der Magen- 
driisen wurde von uns auf dem Wege intravenéser Einverleibung an 
einem Hunde mit einfacher Magenfistel und Osophagostomie und an 
zwei Hunden mit dem Magenblindsack nach Heidenhain-Pawlow 
studiert. Aus Tabelle III, in welcher die erhobenen Versuchsresultate 
zusammengestellt sind, sieht man deutlich, daB diese Fraktion des 
Fleischextrakts in bezug auf die Magendriisen unzweifelhaft aktiv ist, 
daB dazu jedoch verhaltnismaBig groBbe Gaben erforderlich sind, und 
dies betrifft in gleicher Weise wie die einzuverleibende Stickstoffmenge, 
ebenso auch die zur Erlangung der minimalen aktiven Gabe benétigte 
Fleischmenge. So sind z. B. Gaben, welche 150 bis 170 mg Stickstoff 
enthalten, was etwa 280 bis 333 g Muskelfleisch entspricht, schon nicht 
mehr aktiv oder stehen héchstens nur an der Schwelle der Aktivitat. 
Die von uns nach Einverleibung einer aus dem Liebigextrakt ge- 
wonnenen Carnitinfraktion erhaltenen maximalen Gesamtmengen des 
Magensaftes, namlich nur 44 bis 50 ccm in etwa 2 Stunden, konnten 
erst durch Gaben erzielt werden, welche 482 bis 535 mg Stickstoff 
enthalten, was schon etwa 1 kg Muskelfleisch entsprechen diirfte. Die 
Carnosin-Methylguanidinfraktion liefert quantitativ eine ebensolche 
oder sogar eine noch gréBere Absonderung des Magensaftes s¢hon nach 
Gaben, welche 66 oder 79 mg Sticksioff enthalten, was nur 76 oder 
91 g Muskelfleisch entspricht (Tabelle I, Versuche 3 und 4). Es folgt 
also aus diesen Versuchen, daB die von uns gepriiften Carnitinfraktionen 
die Sekretion des Magensaftes etwa zehnmal schwacher beeinflussen 
als die Carnosin-Methylguanidinfraktion. 


In den Versuchen, in welchen die Carnitinfraktion in physiologisch 
aktiven Gaben einverleibt worden war, konnten Allgemeinerscheinungen 
seitens des Organismus beobachtet werden, welche in hohem Grade 
an diejenigen nach Applikation des reinen Carnitins erinnerten. Dieses 
letztere in Gaben von etwa 0,5 bis 1,5 g Hunden appliziert, bewirkt 
deutliche, einige Sekunden andauernde Dyspnoe wahrend der Injektion, 
Beschleunigung des Pulses und Abnahme seiner Fiillung wahrend 
einiger Minuten nach der Injektion, sowie eine nicht besonders reichliche 
Absonderung des Magensaftes, Darmsaftes und des Speichels. Alle 
letztgenannten Erscheinungen, auBer der Darmsaftsekretion natiirlich, 
zu deren Beobachtung unsere Hunde keine speziellen Fisteln besaBen, 
konnten auch in unseren Versuchen mit der Carnitinfraktion beob- 
achtet werden. Und nehmen wir endlich den vermutlichen Carnitin- 
gehalt in den von uns angewandten Fraktionen und Gaben in Betracht, 
so wird man schlieBen miissen, daB die beobachtete Wirkung derselben 
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wohl] der Menge des darin enthaltenen Carnitins annaihernd entsprechen 
dirfte. 

Zuletzt wollen wir noch erwahnen, daB auBer den oben besprochenen 
Fraktionen auch noch die Purinfraktion und die Restfraktion des Fleisch- 
extrakts auf ebensolche Weise von uns gepriift wurden. Die erstere 
wurde in Gaben, welche bis 66 mg Stickstoff enthielten, und bis 950 g 
Musklfleisch oder bis 27g Liebigextrakt entsprachen, einverleibt, 
wobei jedoch kein deutlicher EinfluB weder auf die Sekretion der 
Magendriisen, noch auf irgendwelche andere Funktionen unserer 
Versuchshunde bei einfacher Beobachtung wahrgenommen werden 
konnte. Die aus frischem Fleisch dargestellte Restfraktion wurde in 
Gaben, welche 24 bis 48 mg Stickstoff enthielten, entsprechend 475 bis 
950 g Muskelfleisch, und die aus dem Liebigextrakt dargestellte in 
einer Gabe, welche 33 mg Stickstoff enthielt, entsprechend 22 g Liebig- 
extrakt, appliziert. Auch diese Fraktion erwies sich in bezug auf die 
Magendriisen als beinahe wirkungslos; ihre Allgemeinwirkung auf den 
Organismus war ebenfalls sehr wenig bemerkbar. 








Uber die Wirkung des Insulins 
auf die Kohlehydratverbrennung im Hungertier. 


Von 
Béla Forstner. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénig]. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 7. Februar 1928.) 


Das wichtigste biochemische Problem, das man sich beziiglich des 
Insulins vorlegen kann, ist wohl seine Wirkung auf den Umsatz (Syntheti- 
sierung zu Glykogen oder Verbrennung) der Kohlehydrate. Um dieses 
Problem zu lésen, brachten viele Autoren in ihren Gaswechsel- und 
anderen Versuchen den Versuchsindividuen, Tieren und Menschen, 
normalen und pankreasdiabetischen, neben Insulin auch Kohlehydrate 
bei und schlossen aus der Erhéhung des respiratorischen Quotienten 
auf eine gesteigerte Verbrennung von Kohlehydraten. 

\Ich zog es, wie aueh einige der friiheren Autoren, vor, in meinen 
Versuchen kein Kohlehydrat zu geben. Unter solchen Umstanden tritt 
zwar offenbar der Umsatz der Kohlehydrate neben dem der Fette und 
EiweiBkérper in den Hintergrund, doch sind die Vorginge infolge der 
einfacheren Verhaltnisse leichter zu iiberblicken. 

Auch beziiglich der Methodik waren meine Versuche anders ein- 
gerichtet, wozu ich dadurch veranlaBt war, da8 es nicht nur auf exakte 
Analyse, sondern auch auf gewisse Versuchsumstande ankommt, wenn 
man fiir Sauerstoffverbrauch und fiir den respiratorischen Quotienten, 
aus deren Verhalten entscheidende Schliisse gezogen werden sollen, 
richtige Werte erhalten will. 


A. Versuchseinrichtung. 


Der Gaswechsel, in erster Reihe der Sauerstoffverbrauch, wird, 
wie bekannt, weitgehend durch die Kérpertemperatur beeinfluBt ; trit' 
aber eine Anderung der Kérpertemperatur ein, und fallt diese auf irgend 
eine Weise entstandene Anderung zufallig auf den Zeitpunkt, in dem 
die Wirkung des Insulins erwartet wird, so wird man kaum in der Lage 
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sein zu beurteilen, ob eine etwaige Ab- oder Zunahme des O,-Verbrauchs 
vom Insulin herriihrt oder nicht. 

Hierzu kommt noch, da8 durch kraftige Insulindosen, die — 
natiirlich nur an Tieren — angewendet werden, um erhebliche Aus- 
schlige zu erhalten, der Blutdruck oft sehr stark herabgesetzt wird. 
Der kollapsahnliche Zustand, der an solchen Tieren auf der Héhe der 
Insulinwirkung eintritt und mit Blasse ihrer Schleimhéute und KaAlte 
ihrer Haut infolge der Blutleere der GefaiBe einhergeht, ist eine jedem 
Beobachter bekannte Erscheinung und in derlei Versuchen sehr genau 
zu beobachten, weil sie erfahrungsgemaB auch zu einer starken Abnahme 
des O,-Verbrauchs fiihren kann. (Dies war offenbar der Fall z. B. in 
den Versuchen von Dudley, Laidlaw, Trevan und Boock', in denen nebst 
dem Temperaturabfall auch eine Abnahme der C O,-Produktion von 10,8 g 
pro 1 kg Kérpergewicht und | Stunde auf 5,29g und von 9,16 auf 
4,87 g an weiBen Mausen bzw. von 1,57 auf 1,15 g an einem Kaninchen 
nach der Insulingabe konstatiert wurde. Desgleichen auch in manchen 
der Lesserschen* Versuche, in denen die Tiere fast bewegungslos und 
kalt da lagen, sich aber bis zum nachsten Tage wieder erholt hatten.) 
Dabei kann es vorkommen, daB die CO,-Ausgabe zunachst nicht oder 
nur weniger herabgesetzt ist, daher der respiratorische Quotient eine 
ganz bedeutende Zunahme erfahrt, ohne daB hieraus auf eine erhéhte 
Kohlehydratverbrennung geschlossen werden diirfte. 


Eine weitere Erscheinung, die nach kraftigen Insulindosen haufig 
in Erscheinung tritt und unter anderen auch von Dickson, Eadie, 
Macleod und Pember* in ihren Versuchen mit erhéhtem respiratorischen 
Quotienten nach der Insulingabe erwihnt wird, ist die gesteigerte 
Atemfrequenz, und ist es nur zu gut bekannt, daB durch eine gesteigerte 
Ventilation der Lungen eine Herabsetzung der alveolaren C O,-Tension, 
hierdurch eine erhéhte Ausschwemmung von CO, bewirkt und im 
Endergebnis eine Steigerung des respiratorischen Quotienten vor- 
getauscht werden kann. Natiirlich sind diese Kautelen nicht immer 
erforderlich, ja sogar nicht immer gestattet. Dies richtet sich streng 
nach dem Problem, das man sich zum Ziele gesetzt hat. Will man den 
Stoff- oder Energieumsatz der Tiere bestimmen, wie er sich nach 
einer wirksamen Insulindosis gestaltet, so gehért alles, was sich nach 
der Insulingabe einstellt, zu dem zu priifenden Symptomenkomplex. 
Man wird an einem Tiere, das in héchster Prostration mit kiihlen 
Extremitaten daliegt und kaum mehr atmet, die Umsitze stark herab- 
gesetzt, hingegen an einem Tiere, das von Kriampfen befallen ist, 


' Journ. of Physiol. 57, XLVII, 1923. 
2? Diese Zeitschr. 158, 53, 1924. 
® Quarterly Journ. of exper. Physiol. 14, 126, 1923/24. 
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gesteigert finden, und hierin nicht nur keinen Widerspruch, sondern 
eine logische Folge erblicken. Soll aber der EinfluB einer wirksamen 
Insulingabe auf den Kohlehydratumsatz allein gepriift werden, so mu 
alles vermieden werden, was zu einer Anderung des Gaswechsels aus 
anderen Griinden fiihren kénnte. 

Um solche stérende Momente auszuschlieBen, auBerdem auch. 
um Unruhe des Tieres bzw. Muskelbewegungen zu vermeiden, habe 
ich mich bei der Bestimmung des Gaswechsels der von T'angl' aus- 
gebildeten Curaremethode bedient. Bei dieser Methode a) ist jede 
stérende Muskelaktion vermieden, weil alle Skelettmuskeln durch 
Curare gelahmt sind; b) ist die kiinstliche Ventilation der Lungen, 
durch die die spontane Atmung ersetzt wird, eine stets gleichmaBige : 
c) hat man es in der Hand, die Kérpertemperatur des curarisierten 
Tieres, obzwar es seine Temperaturregulierungsfahigkeit verloren hat. 
auf konstanter Héhe zu erhalten; d) besteht infolge der fortlaufenden 
Bestimmung des Blutdrucks (auf blutigem Wege) auch diesbeziiglich 
eine sichere Kontrolle. 


Kurz skizziert, besteht T’angls Methode in folgendem. An dem auf ein 
Operationsbrett aufgebundenen, nicht narkotisierten Tiere wird eine 
Jugularis und eine Carotis, ferner auch die Trachea in der Lange von einigen 
Zentimetern freipréipariert. In die GeféBe werden Kaniilen eingebunden, 
durch die die Jugularis mit einer Biirette verbunden ist, die eine 1 %ige 
wasserige Curarelésung enthalt, die Carotis aber an einen Blutdruck- 
registrierapparat angeschlossen wird. In die Trachea wird der Schaft 
einer dicken Y-férmigen Réhre eingebunden, und diese an den H. H. 
Meyerschen Apparat zur kiinstlichen Atmung derart angeschlossen, dai 
dem Tiere im Inspirium StraSenluft zugefiihrt, im Exspirium aber die 
Luft aus seinen Lungen gegen die groBe Gasuhr des Zentz-Geppertschen 
Apparats gepreBt wird. Das so operierte und vorbereitete Tier liegt auf 
dem Brett aufgebunden in einem Thermostaten, dessen Innenluft bei 
etwa 30°C konstant erhalten wird. Die Curarelésung 148t man kubik- 
zentimeterweise so lange einflieBen, bis vollstandige Atemléhmung ein- 
getreten ist, und beginnt dann sofort mit der kiinstlichen Atmung; mit 
den Gaswechselversuchen aber nicht vor Ablauf einer weiteren Stunde, denn 
die vielfache Erfahrung unseres Instituts lehrt, da8 der Gaswechsel inner- 
halb dieser Zeit wesentlich verschieden von dem ist, auf den sich das Tier 
spéter konstant einstellt. Dies ist durchaus begreiflich, wenn man bedenkt. 
daB das Aufbinden des Tieres und der wenn auch nicht allzu brutale 
operative Eingriff Momente darstellen, die die Umsatze erheblich zu andern 
vermégen, und daB es langerer Zeit bedarf, bis diese Wirkung wieder ab- 
klingt. Den eigentlichen Versuchen gehen an jedem Tiere sogenannte 
normale‘ voraus; in diesen wird der Gaswechsel des Tieres bei einer 
Umgebungstemperatur von 30°C bestimmt; die dabei erhaltenen Werte 
entsprechen dem Umsatz, den man, ware das Tier im Besitz seiner Tempe- 
raturregulierungsfahigkeit, als seinen Grundumsatz bezeichnen  wiirde. 
Nach mehreren solchen Normalversuchen wird der auf seine Wirkung 





1 Diese Zeitschr. 34, 1, 1911. 
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hin zu priifende Eingriff vorgenommen, und werden wieder Gaswechsel- 
versuche ausgefiihrt, solange es der Zustand des Versuchstieres bzw. andere 
iuBere Umstande zulassen. Natiirlich mu8 man das Curare, da es im 
Organismus durch Zerstérung oder Ausscheidung seine Wirkung verliert, 
immer wieder ersetzen. Sehr zweckméBig ist es, am Ende eines Respi- 
rationsversuchs die kiinstliche Ventilation fiir etwa 1 bis 2 Minuten zu 
unterbrechen und nun zu beobachten, ob das Tier sich anschickt, spontane, 
wenn auch sehr mangelhafte Atembewegungen auszufiihren oder nicht. 
Ist ersteres der Fall, so 14Bt man etwa 1 ccm der Curarelésung nachflieBen 
und beginnt den néchsten Versuch erst, wenn man annehmen kann, dab 
die Wirkung der aufgehobenen Lungenventilation wieder abgeklungen ist. 
Wahrend eines Respirationsversuchs darf nie Curare gegeben werden! 


B. Die Ergebnisse einiger Kontrollversuchsreihen ohne Insulin. 


Zu diesen, wie auch zu den spiteren Versuchen habe ich aus- 
schlieBlich mittelgroBe Hunde verwendet. Ehe ich mit den meritorischen 
Versuchen begann, muBte ich mich davon tiberzeugen, daB es durch 
Finhaltung der nétigen, oben kurz angedeuteten Kautelen in der Tat 
gelingt, Kérpertemperatur und Blutdruck Stunden hindurch konstant 
und die Lungenventilation angendhert konstant zu erhalten, und hier- 
durch zu brauchbaren Werten fiir den Sauerstoffverbrauch und fiir 
den respiratorischen Quotienten zu gelangen. Welch wichtige Rolle 
diese Umstande spielen, sei an der Hand der nachfolgenden Versuchs- 
reihen (Tabelle I) gezeigt. a) An Tier Nr. 3 und 7 war der Blutdruck 
wohl Stunden lang konstant geblieben, doch stieg die Kérpertemperatur 
bis zum Ende der Versuchsreihe um etwa 2°C an und hat der O,- 
Verbrauch um 40 bzw. 36°, zugenommen. b) An Tier Nr. 8 blieb um- 
gekehrt die Kérpertemperatur leidlich konstant, wabrend der Blut- , 
druck stark abfiel und' zu ¢iner 24°, betragenden Abnahme des O,-— 
Verbrauchs fiihrte. (Eine starke Abnahme des Blutdrucks wird an 
manchen Tieren schon durch verhaltnismaBig geringe Curaredosen 
bewirkt ; weit haufiger und ausgiebiger durch Insulin). c) An den Tieren 
Nr. 2, 4 und 5 wies weder die Kérpertemperatur noch aber der Blutdruck 
erhebliche Anderungen auf; dementsprechend blieb der O,-Verbrauch 
dieser Tiere Stunden hindurch hinreichend konstant. Die Daten dieser 
Versuche sind in Tabelle I enthalten. 


C. Ergebnisse der Insulinversuche. 


In den nun zu beschreibenden Insulinversuchen wurde in jeder 
Versuchsreihe an die Normalperiode eine Insulinperiode angeschlossen, 
indem das Tier nach Absolvierung der Normalversuche eine bestimmte, 
in Tabelle Il verzeichnete Menge Insulin ,,A.B.“‘ Brand von den 
..British Droghouses“‘ in London oder Insulin ,,Leo unter die Haut 
gespritzt erhielt. Um mich davon zu tiberzeugen, daB das eingespritzte 
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Insulin wirksam war, wurde vor der Einspritzung und einige Zeit nach 
derselben die Blutzuckerkonzentration nach der neueren Mikromethode 
von Bang bestimmt. 

Es gab unter den Insulinversuchsreihen neben tadellosen weit mehr 
solche, die verworfen werden muBten, und zwar oft aus dem Grunde, 
weil der Blutdruck nach den starken Insulingaben sehr stark abfiel. 
Dies war der Fall in den in die Tabelle IT eben aus diesem Grunde nicht 
aufgenommenen Versuchsreihen 11, 15, 17, 19, 21 bis 26, 27, und 31. 
Diese miBlungenen Versuchsreihen bedeuteten ebensoviel verlorene 
Arbeitstage, doch konnte dem leider nicht abgeholfen werden; denn 
wollte ich deutliche Ausschlige im Gaswechsel haben, so konnte dies 
nur von groBen Insulingaben erwartet werden, und muBte es dem 
ginstigen Zufall iiberlassen bleiben, daB wenigstens einige Versuchs- 
reihen sich ohne den fatalen Blutdrucksturz werden zu Ende fiihren 
Jassen. Der Vollstaéndigkeit halber sei einiger weiterer Versuchsreihen 
kurz gedacht, die aus anderen Griinden als miBlungen betrachtet werden 
muBten, daher in Tabelle LI ebenfalls keine Aufnahme finden konnten. 
An Tier Nr. 12 war, am Blutzucker gemessen, das Insulin wirkungs- 
los geblieben; Tier Nr. 14 ist nach AbschluB der Normalversuche, 
Tiere Nr. 16 und 21 infolge Motordefekts am Atmungsapparat ver- 
endet; am Tier Nr. 28 ergaben sich in der Normalperiode ganz un- 
méglich hohe Respirationsquotienten; endlich ist am Tier/Nr. 18 die 
Mehrzah] der Luftanalysen verungliickt. 

Als brauchbar haben sich die an Tieren Nr. 13, 20, 25, 29, 30 und 32 
ausgefiihrten Versuchsreihen erwiesen, und diese sind es, die nun be- 
sprochen werden sollen. Ihre Ergebnisse sind in nachfolgender Tabelle II 
zusammengestellt. Bemerkt muB werden, daS in manchen dieser 
Versuchsreihen, nachdem alle Versuchsbedingungen (gleichmaBige 
Kérpertemperatur, konstant hoher Blutdruck usw.) Stunden hindurch 
durchaus giinstige waren, der Blutdruck plétzlich abfiel. Solche am 
Ende einer sonst gelungenen Reihe befindlichen Versuche wurden 
nicht beriicksichtigt und ihre Daten in Tabelle I] nicht aufgenommen. 

Sauerstoffverbrauch. Bereits aus einer oberflachlichen Betrachtung 
der in Tabelle II zusammengestellten Daten geht ohne weiteres hervor, 
daB der Sauerstoffverbrauch an allen sechs Tieren nach der Insulin- 
einspritzung von Versuch zu Versuch mafig zugenommen hat. In nach- 
stehender Tabelle III ist diese Zunahme sowohl! aus den Durchschnitts-, 
wie auch aus den Héchstwerten, die nach der Insulingabe erreicht 
wurden, berechnet. 

Die Tatsache des zunehmenden Sauerstoffverbrauchs nach der 
Insulingabe steht also fest; nur fragt es sich, ob man das Recht hat, 
sie auch wirklich dem Insulin zuzuschreiben bzw. ob sie nicht durch 
andere Momente bedingt wurde. 
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Tabelle 111. 
Zunahme des O,-Verbrauchs. 
7 Tier | 13 | 2» ‘| alin, s| 
T T 

Mittelwert der Normalversuche, cem || 8,56) 844 | 6,75 8,72 6,90 887 
‘a » Insulinversuche. , 942| 896 | 7,91 920 7,40 896 
Hoechstwert in den Insulinvers., , | 10,09) 959 | 7,99 952 7,61 943 
Zunahme aus den Mittelwerten, % 10 6 17 5, 7 7 
. wm. @ ~Hbchetwerten,% | 18 | 4 | 18 | 9 0 2B 


Die Bedenken, die Reiss und Weiss! beziiglich der Bewertung des 
nach Insulin gesteigerten O,-Verbrauchs auBern, indem sie dieselbe 
nach der ,,von Krogh und Rehberg® ausgesprochenen Vermutung einer 
gesteigerten Muskeltatigkeit tonischer oder tetanischer, jedenfalls aber 
nicht wahrnehmbarer Natur, einer Muskeltatigkeit, zu der es in tiefer 
Narkose nicht kommt, zuschreiben“,... sind fiir meine Versuche, in 
denen die gesamte Skelettmuskulatur durch Curare gelihmt war, 
gegenstandslos. (Die meistens nur sparlichen Zuckungen, die in der 
Tabelle Il vermerkt sind, betrafen nie etwa eine ganze Extremitat, 
sondern stets bloB kleinere Muskelgruppen.) Auch ist, wie aus Tabelle IT 
zu ersehen, gelungen, den Blutdruck an fiinf von den sechs Versuchs- 
tieren wahrend der ganzen Versuchsdauer recht konstant zu erhalten 
(der Blutdruck wies nur an Tier Nr. 30 eine sinkende Tendenz auf). 
Hingegen hatte die Kérpertemperatur aller sechs Tiere, wie aus nach- 
stehender Tabelle IV zu ersehen ist, nach der Insulingabe, wenn auch 





Tabelle IV. 
Durchschnittliche Kérpertemperaturen in °C. 
Tier 3 | 2 25 2» | 32 
Vor Insulin. . . . . 38,4 38,1 384 | 38,6 38,1 38,2 


Nach Insulin... . 38,5 38,3 38,5 | 38,7 38,1 38,3 


nur um 0,1°, an einem Tiere um 0,2°C, zugenommen. Berechnet man 
die Zunahme, die hieraus resultieren kénnte, im Verhiltnis, wie sie 
an den Tieren Nr. 3 und 7 durch eine Steigerung der Kérpertemperatur 
um 2°C bewirkt wurde (S. 425), so ergeben sich auf diese Weise nicht 
mehr als etwa 2°%,, also kaum mehr als den zulissigen Versuchsfehlern 
entspricht. Immerhin mu8 aber betont werden, daB an fast allen 
Tieren wahrend der zweiten Halfte der ganzen Versuchsdauer eine 
ausgesprochene Tendenz zur Zunahme der Kérpertemperatur vor- 


handen war. 


1 Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 49, 286, 1926. 
® Zitiert nach Reiss und Weiss, 1. c. 
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Nur dadurch, daB ich immer wieder die Decke des Thermostaten 
fiir kiirzere oder langere Zeit emporhob, die Heizung des Thermostat en 
abstellte usw., gelang es, wahrend der 15 bis 20 Minuten langen Versuc})s. 
dauer die aufwartsstrebende Kérpertemperatur auf die friihere her- 
unterzudriicken. Doch ist es auch so fraglich, ob es dabei wirklic\ 
gelungen ist, gréBere, namentlich nach aufwiarts gerichtete Temperat ur- 
schwankungen im K6rperinnern, auf die es ja in erster Reihe ankommt. 
zu vermeiden, Schwankungen, die der Registrierung durch das in den 
Mastdarm eingelegte Thermometer entgangen sein konnten. Ich 
meine also, daB die an und fiir sich nicht bedeutende Steigerung des 
O,-Verbrauchs nicht sicher baw. nicht in seiner Ganze dem Insulin 
zugeschrieben werden darf. 


Der respiratorische Quotient. Als ausschlaggebendes Moment bei 
der Beurteilung dessen, ob Kohlehydrate in erhéhter Menge verbrennen 
oder nicht, wird mit Recht das Verhalten des respiratorischea Quotient en 
erachtet, und es ist, wie eingangs erwahnt, in den Versuchen der Autoren, 
die gleichzeitig mit dem Insulin auch Kohlehydrate verabreicht haben 
die Steigerung des Quotienten, aus dem sie auf eine erhéhte Kolile- 
hydratverbrennung folgern konnten. Ich habe an meinen sechs Tieren 
die Durchschnittswerte vor und nach der Insulingabe berechnet und 
in nachfolgender Tabelle V zusammengestellt . 





Tabelle V. 
Der durchschnittliche respiratorische Quotient. 
Tier 13 20 25 29 w 32 
Vor Insulin. . .. . 0,83 0,69 0,78 0,76 0,77 0,82 
Nach Insulin . . . . 0,85 0,73 0,75 0,75 0,75 0.76 


Die aus Tabelle V_ ersichtlichen Normalwerte entsprechen im 
groBen und ganzen denen, die von -Hungertieren zu erwarten sind. 
wenn auch zugegeben werden muB8, daB 0,83 bzw. 0,82 an Tiere Nr. 13 
bzw. 32 etwas zu hoch sind. Wie dem immer sei, von irgend einer 
Anderung des respiratorischen Quotienten, die auf eine Mehrverbrennung 
von Kohlehydraten zu beziehen ware, ist, wie dies schon von Bornstein 
und Holm! betont wird, nichts zu sehen, so daB im Anschlu8 an die 
vorangehenden Erérterungen iiber den Sauerstoffverbrauch nur gesagt 
werden kann, daB die Umsitze nach starken Insulingaben vielleicht 
eine geringe. Steigerung, jedoch keinesfalls eine qualitative Anderung 
im Sinne einer erhéhten Kohlehydratverbrennung erfahren. Damit ist 
natiirlich keineswegs gesagt, daB im Kohlehydrathaushalt des Organismus 


! Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 48, 376, 1924. 
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keine Anderung eintreten wiirde; denn hiergegen spricht schon die 
sattsam bekannte Herabsetzung der Blutzuckerkonzentration nach 
erheblichen Insulingaben, wie sie auch an allen meinen Tieren zu 
konstatieren war. Auch der etwaige Einwand, daB an diesem negativen 
Ergebnis das Curare die Schuld habe, deren Einflu®B auf den Kohle- 
hydrathaushalt sich oft in Form einer Glucosurie auBert, wird angesichts 
der diesbeziiglichen Erfahrungen von P. Héri hinfallig. Denn einerseits 
nach Einspritzung von Adrenalin’, andererseits nach peroraler Ein- 
bringung von allerdings groBen Traubenzuckermengen?, konnte Héri 
an curaresierten Hunden eine betrachtliche Zunahme der respiratorischen 
Quotienten konstatieren. 


D. Vergleich meiner Versuchsergebnisse mit denen friiherer Autoren. 


Zum Schlu8B muB noch erértert werden, wie sich meine soeben 
mitgeteilten Versuchsergebnisse zu denen friiheren Autoren verhalten, 
unter denen a) einige mit dem Insulin gleichzeitig auch Kohlehydrat, 
b) andere aber Insulin allein gaben. 


a) Die erstgenannten Autoren fanden, wie erwahnt, den respiratori- 
schen Quotienten deutlich gesteigert und schlossen hieraus auf eine 
gesteigerte Verbrennung von Kohlehydrat. Darin, daB sich in meinen 
Insulinversuchen derlei nicht fand, ist kein Widerspruch zu erblicken, 
denn die im Organismus gegebenen Bedingungen zum Zustandekommen 
der Insulinwirkung sind in beiden Fallen durchaus verschieden, und ist 
es ganz gut zu begreifen, daB sich das Hungertier, dessen Kohlehydrat - 
vorrat ein begrenzter ist, anders verhalt als eines, das Kohlehydrat 
von auBen zugefiihrt erhielt. Immerhin darf aber nicht verschwiegen 
werden, daB die nachfolgend unter b) ausgefiihrten Bedenken gegen 
die Ergebnisse der Autoren teilweise auch fiir die Falle gelten mégen, 
in denen neben Insulin auch Kohlehydrat gegeben wurde. 


b) Ein direkter Gegensatz besteht zwischen meinen Befunden und 
denen einiger solcher Autoren, die, wie ich, reine Insulinversuche (also 
ohne Kohlehydrat zu geben) ausgefiihrt und eine mehr oder minder 
starke Steigerung des respiratorischen Quotienten gefunden haben. 
Denn eine einfache, in nachfolgender Tabelle VI ausgefiihrte Berechnung 
ergibt, daB, wenn im Stoffumsatz bei unveraindertem Energieumsatz 
Fett oder Eiwei8 durch Kohlehydrat ersetzt wird, der O,-Verbrauch 
bloB um 5 baw. 17°%, abnimmt, hingegen die CO,-Produktion aber um 
etwa 33 bzw. 5°, zunimmt, und daB es hierdurch zu einem erhédhten 
respiratorischen Quotienten kommt. 


! Diese Zeitschr. 38, 23, 1911. 
* Ebendaselbst 44, 66, 1912. 
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Tabelle V1. 





Bei einem Energi paaate 


von Il kg 
pine | VoSteen | enpnion | On| Or 
ee ae aon Produktion Verbrauch 
Liter Liter kg-Cal Liter Liter 
lg Glykogen . . 0,83 0,83 4,2 0,20 0,20 
Sern; «<> « 1,42 1,99 9.4 0,15 0,21 
lg EiweiB ... 0,78 6,97 4,1 0,19 0,24 


Da aber nur ausnahmsweise mehr als die Halfte, meistens aber 
ein weit geringerer Anteil des Energieumsatzes durch Eiwei8 bestritten 
wird, mu8 mit einem Ubergang von reiner EiweiSverbrennung zu 
Kohlehydratverbrennung nicht gerechnet werden, und wird mit vollem 
Rechte gesagt werden kénnen, daB, wenn die Erhéhung des respiratori- 
schen Quotienten auf einer mehr als 5+ 17 = 11% betragenden 
Abnahme des 0,-Verbrauchs beruht, der herabgesetzte O,-Verbrauch, 
und der hiredurch erhéhte respiratorische Quotient nicht durch vermehrte 
Kohlehydratverbrennung, sondern indirekterweise durch eine schidigende 
Wirkung des Insulins hervorgebracht wird, die zu einem Abfall des 
Blutdrucks oder der Kérpertemperatur oder beider fiihrt. Leider ent- 
halten die Mitteilungen dieser Autoren nur ausnahmsweise Daten 
iiber das Verhalten der Kérpertemperatur und gar keine iiber das des 
Blutdrucks. (So berichten Dickson, Eadie, Macleod und Pember', dab 
an ihrem Tier Nr. 1 die Kérpertemperatur nach der Insulingabe um 1°, 
an Tier Nr. 2 um 0,5°, an Tier Nr. 3 um 1,7°, an Tier Nr. 4 um 1,5°, 
an Tier Nr. 5 aber um 2,1°C abfiel.) 

Um mich nur auf ein Beispiel zu berufen, will ich nachstehend die 
die krassesten Daten aufweisenden Versuche von Hawley und Murlin?® 
anfiihren, in denen die auBerordentlich hohen respiratorischen Quo- 
tienten sich viel eher durch einen, wenn auch von den Autoren nicht 
konstatierten Abfall der K6érpertemperatur und des Blutdrucks als 
durch gesteigerte Kohlehydratverbrennung erklaren lassen. 

Ahnliche Bedenken lassen sich gegen die Versuche, die von Reiss 
und Weiss? an mit Urethan narkotisierten Kaninchen ausgefiihrt 
wurden, nicht anfiihren. Zwar war die Kérpertemperatur in einigen 
dieser Versuche nach der Insulingabe maBig abgefallen; doch war die 
Abnahme des Sauerstoffverbrauchs von einer Zunahme der Kohlen- 
dioxydproduktion begleitet, wie dies einer tatsaéchlichen, zunehmenden 
Kohlehydratverbrennung entspricht. Daher laBt sich auch gegen die 


? Quarterly Journ. of exper. Physiol. 14, 133, 1923/24. 
2 Amer. Journ. of Physiol. 75, 112 bis 115, 1925/26. 
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Tabelle VII. 





| OgsVerbrauch C OgeAusgabe 

Te al a Liter Liter +S 
j 1,86 1,33 0,73 
be Vor Insulin 1'86 135 0.74 
a Nach Insulin a | a hy 
fume @ | RB | Se 
a Nach Insulin aes | y -— 

, | , 7 
a Vor Insulin 1,77 1,28 0,74 
a Nach Insulin i= a i 
Vor Insulin 2.13 1,59 0,75 
E 2.18 1,64 0,75 
G5 | 1,27 1,73 1,35 
Nach Insulin 176 132 075 
1,78 1,35 0,76 





Deutung des erhéhten respiratorischen Quotienten im Sinne einer 
erhdhten Kohlehydratverbrennung nichts einwenden. Tretzdem muB 
ich bei meinem obigen Schlusse bleiben, wonach in reinen Insulin- 
versuchen (ohne Kohlehydratzugabe) der respiratorische Quotient 
nicht erhéht ist, d. h. keine vermehrte Kohlehydratverbrennung statt- 
findet, denn die Reiss und Weissschen Versuche sind mit den meinigen 
nicht zu vergleichen. Da an den mit Urethan narkotisierten Kaninchen 
die Blutzuckerkonzentration vor der Insulingabe meistens gegen 0,2 °% 
und dariiber bis zu 0,36°%, betrug, gehéren diese Versuche eher zu 
solechen, in denen neben Insulin auch Kohlehydrat gereicht wird; in 
letzteren riihrt der erhéhte Kohlehydratvorrat von auBen, in den Reiss 
und Weissschen Versuchen aber von dem Zucker her, der durch das 
Urethan mobilisiert wird. DaB aber ein erhéhter Kohlehydratvorrat 
fiir die Insulinwirkung abweichende Bedingungen schafft, habe ich 
8. 437 erértert. 


In vollem Einklang zu meinen Versuchsergebnissen stehen die 
von Chaikoff und Macleod! an hungernden Kaninchen (ihre Tabelle II), 
wenn auch die Schliisse, die diese Autoren ziehen, teilweise anders 
lauten. Sie finden, wie ich, eine maBige Steigerung des Sauerstoff- 
verbrauchs, konstatieren jedoch auch eine Zunahme des respiratorischen 
Quotienten und errechnen hieraus eine Mehrverbrennung von Kohle- 


1 Journ. of biol. Chem. 78, 725, 1927. 
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hydrat. Dieser ihrer Ansicht kann ich nicht beipflichten, denn vy), 
insgesamt fiinf Versuchsreihen betragt 

a) in drei Versuchsreihen die durchschnittliche Zunahme de, 
respiratorischen Quotienten keinesfalls mehr, sondern eher wenige 
als dem zulissigen Versuchsfehler entspricht: an Tier Nr. 1 (18. und 
19. Oktober) von 0,760 auf 0,776, an Tier Nr. 2 (20. und 21. Oktober 
von 0,778 auf 0,787, an Tier Nr.3 (23. und 24. Oktober) von 0.716 
auf 0,719; 

b) in den beiden tibrigen Versuchsreihen betragt die Zunahny 
allerdings 3 bzw. 74.°%; aber gerade im letzteren Falle, an Kaninche; 
Nr. 2 (19. und 22. November), sind die respiratorischen Quotienten i) 
den insulinfreien Versuchen, die ja als Vergleichsbasis dienen sollen 
selbst schwankend: zwischen dem minimalen Werte (0,678) und den 
maximalen (0,769) besteht ein Unterschied von 131%. Die miihsame), 
Versuche, die mit groBer Umsicht und offenbar mit tadelloser Technik 
ausgefiihrt sind, sollen natiirlich nicht bemangelt werden, denn an 
Tieren, die sich wahrend einer vielstiindigen Respirationsversuchsreihe 
im Kasten frei bewegen kénnen, sind solche Unstimmigkeiten nicht zu 
vermeiden. Woran ich mich kehre ist nur, daB solch verhaltnismabig 
geringe Ausschlige, die, wie erwahnt, den zulassigen Versuchsfehler 
nur ausnahmsweise iiberschreiten, nicht im Sinne eines geanderten 
Stoffumsatzes gedeutet werden sollten. 


Kurz zusammengefaBt, lassen sich die Ergebnisse meiner oben 
besprochenen Versuche, die auf Anregung und unter Leitung des Herr 
Prof. Paul Héri ausgefiihrt wurden, wie folgt zusammenfassen. An 
hungernden, curaresierten, kiinstlich atmenden Hunden, denen man 
Insulin einspritet (ohne jedoch ihnen, wie manche Autoren es tun 
Kohlehydrat beizubringen), findet eine mdfige Steigerung des Sauerstof}. 
verbrauchs statt, die vielleicht dem Insulin zuzuschreiben ist; hingegen 
tritt keine Anderwng des respiratorischen Quotienten ein, aus der au/ 
vermehrte Kohlehydratverbrennung geschlossen werden kénnte. 
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Die quantitative Bestimmung 
von Acetaldehyd nach verschiedenen Methoden. 


Von 
Joachim Wagner. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 9. Februar 1928.) 


Auf die Méglichkeit, Acetaldehyd nach mehreren Verfahren genau 
zu bestimmen, griinden sich eine Reihe nicht unwichtiger Arbeiten 
iiber den biochemischen Umsatz der Kohlenhydrate und anderer Stoffe. 
Bei Neubergs Abfangverfahren, mit deren Hilfe intermediar auf- 
tretender Acetaldehyd bei der alkoholischen Garung und bei verwandten 
Zuckerspaltungen weiteren Umsetzungen entzogen wird, macht man 
schlieBlich den festgelegten Acetaldehyd aus den Verbindungen mit 
dem zugefiigten Abfangmittel frei und bestimmt ihn “aa ana- 
lytisch. Die Exaktheit der Bestimmungsmethoden fiir Acetaldehyd 
bildet auch die Voraussetzung fiir die Richtigkeit neuerer Ergebnisse 
auf dem Gebiete der Muskelchemie; die hier nach Hopkins, Meyerhof, 
Warburg als wichtiges Stoffwechselprodukt auftretende Milchsaure wird 
namlich dadurch ermittelt, daB man sie durch Oxydation in Acetaldehyd 
iiberfiihrt und diesen alsdann titrimetrisch feststellt. Ebenso kann 
man bei Verfolgung der enzymatischen Dismutation des Methyl- 
glyoxals vorgehen, das nach den eingehenden Untersuchungen Neubergs 
und seiner Mitarbeiter durch ein {ast ubiquitares Ferment der pflanz- 
lichen und tierischen Zellen in Milchsiure umgewandelt wird. Das 
Verfahren zur Bestimmung von Lactat in Form des aus ihm ab- 
gespaltenen Acetaldehyds ist weiterhin als Mikromethode ausgebildet 
worden. 

Wahrend die bisherigen Erfahrungen in der Hand vieler Unter- 
sucher fiir Exaktheit der Aldehyd-bestimmungen und ihre ausreichende 
Genauigkeit sprachen, ist jiingst S. L. Langedijk' zu anderer Ansicht 
gelangt. Der hollindische Autor ist der Meinung, da® in verdiinnten 
Aldehydlésungen, beispielsweise in solchen, die 1 mg Acetaldehyd im 
Kubikzentimeter enthalten, bei der Titration nach Ripper fast nur 
die Halfte des wahren Gehalts an Acetaldehyd gefunden wird. Statt 
der jodometrischen Methode schlagt er vor, den Acetaldehyd nach einer 


1 S. L. Langedijk, Rec. des Trav. Chim. Pays-Bas 46, 218, 1927. 
Biochemische Zeitschrift Band 194. 99 
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fiir praparative Zwecke gngegebenen Vorschrift von S. M. Auld wind 
A. Hantzsch' zu mercurieren und die entsprechend gereinigte Queck. 
silber-Aldehyd-Verbindung zu wiagen, die als Trimercuri-di-aldehyd 
(3 HgO .2CH,.CHO) aufgefaBt wird. Mit dieser Methode findet 
er beispielsweise in einer Lésung, in der nach Ripper 1,11 mg Acet- 
aldehyd pro Kubikzentimeter vorhanden sind, 1,98 bzw. 1,97 mg 
Aldehyd in Form seines Mercurierungs-produktes. Merkwiirdigerweise 
waren die Differenzen bei einer halb so starken Aldehydlésung aber 
geringer; denn in einer Fliissigkeit, die nach Ripper in 1 ccm 0,53 mg 
Aldehyd enthalt, findet er im Durchschnitt nach dem Quecksilber. 
verfahren 0,58 mg, also eine Differenz von nur 10%. 

Differenzen bis 10°, treten wegen der Dissoziation der Aldehyd.- 
sulfit-verbindung bzw. des Acetoxims auch bei der jodometrischen 
Bestimmung oder bei dem azidimetrischen Hydroxylamin-verfahren 
auf und werden bei Beurteilung der Methoden in Rechnung gesetzt 
Anders aber wiirden die Verhaltnisse liegen, wenn wirklich bis nahezu 
50°, Unterschiede sich geltend machen sollten, wie es nach zwei von 
Langedijk ausfihrlich angegebenen Analysen der Fall sein kénnte 
Solche Differenzen wiirden mit einer unertriglichen Unsicherheit 
grundlegende Ergebnisse der letzten 15 Jahre belasten. 

Aus diesem Grunde habe ich die verschiedenen Methoden zur quanti. 
tativen Bestimmung des Acetaldehyds einem eingehenderen Vergleich 
unterzogen. 

Die zu meinen Versuchen benétigten Lésungen von Acetaldehyd 
mit genau bestimmtem Gehalt gewann ich auf verschiedenen Wegen: 

1. durch Freimachung des Acetaldehyds aus seiner kristalli- 
sierten, konstant zusammengesetzten Natrium-bisulfit-verbindung 
(CH,. CHOH. SO,Na), + H,O; 

2. aus analysiertem d, l-milchsaurem Zink durch Oxydation mittels 
Kaliumpermanganat nach der Milchséure-Bestimmungsmethode von 
Fiirth-Charnass? in Hirsch-Kauffmanns* Modifikation ; 

3. aus reinem Acetaldehyd-thiosemicarbazon und endlich 

4. durch genaue Einwage von frisch destilliertem reinsten Aldeh yd. 

In den so erhaltenen Lésungen wurde dann der Acetaldehyd 
sowohl nach Ripper* als auch nach der Quecksilbermethode von 
Langedijk bestimmt. In einigen Fallen gelangte daneben auch noch die 
Analyse mit Hydroxylaminsulfat nach C. Newberg und A. Gottschalk* 
zur Anwendung. . 


1 §. M. Auld und A. Hantzech, B. 38, 2684, 1905. 

2 O. v. Fiirth und D. Charnass, diese Zeitschr. 26, 199, 1910. 
3 H. Hirsch-Kauffmann, H. 140, 25, 1924. 

* M. Ripper, M. H. Chemie 21, 1079, 1901. 

5 C. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 164, 1924. 
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Der hollandische Autor hat in Erwagung gezogen, da die von ihm 
beobachteten Diskrepanzen zwischen der iiblichen titrimetrischen 
Analyse und den gewichtsanalytischen Bestimmungen der Quecksilber- 
verbindung darauf zuriickzufiihren sein kénnten, daB ein Teil des 
gelésten Acetaldehyds sich infolge Polymerisation zum Metaldehyd 
der titrimetrischen Bestimmung entzieht, wahrend er durch Mercurierung 
erfaBt wird. Abgesehen davon, daB ich in den von mir benutzten 
Lésungen reinsten Acetaldehyds kein Auftreten von Metaldehyd habe 
feststellen kénnen, entfdllt jener Einwand auch deshalb, weil meine 
aus den verschiedenen Acetaldehyd-verbindungen bzw. aus Zinklactat 
gewonnenen Aldehydlésungen ja unméglich mehr Aldehyd enthalten 
kénnen, als dem von mir durch Titration gefundenen theoretischen 
Wert entspricht. 


Bemerkt sei noch, da8 ich auch in Lésungen gréBerer oder geringerer 
Konzentration als sie Langedijk verwendet hat, nach der Mercurierungs- 
methode stets zu hohe, nach dem Titrationsverfahren praktisch genaue 
Daten erhalten habe. 


A. Acetaldehyd aus der Acetaldehyd-Natriumbisulfit-verbindung. 
Versuch 1. 


In einem 1-Liter-Claisen-Kolben werden 3,0072 g analysenreine 
Acetaldehyd-Natriumbisulfit-verbindung mit 10 g Calciumcarbonat und 
3g Calciumchlorid vermischt; durch den Kolben wird dann ein Strom 
von Wasserdampf geleitet. Wie C. Neuberg und EZ. Reinfurth' gezeigt 
haben, erfolgt dabei quantitative Zerlegung. Das durch einen langen 
Liebig-kiihler mit darangesetztem Schlangenkiihler gut gekiihlte 
Destillat von verdiinntem Acetaldehyd wird in einem 200 ccm fassenden 
MeBkolben, der mit etwa 50 ccm Wasser beschickt und vollkommen 
in Eiswasser eingebettet ist, aufgefangen. Nachdem etwa 100 ccm 
iiberdestilliert sind, zeigt das weiterhin aufgesammelte Destillat keine 
Acetaldehydreaktion mehr mit Nitroprussidnatrium plus Piperidin. 
Der Kolben wird darauf bis zur Marke (200 ccm) aufgefillt und in der 
so erzielten Lésung der Acetaldehyd nach den verschiedenen Methoden 
bestimmt. 

I. Titration des Acetaldehyds nach Ripper. 


a) Blindtitration der Bisulfitlésung. 

100,0cem n/100 Jodlésung verbrauchen 5,0 ccm Bisulfitlésung. 

b) 20,0cem Aldehydlésung werden mit 30,0 ccm dieser Bisulfitlésung 
vermischt. Nach einstiindigem Stehen im Eisschrank wird die Mischung 

1 C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 391, 1918; dort auch 
die Apparatur. 


29 * 
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gegen Jod titriert. 100,0cem der Jodlésung verbrauchten 22,9 cem des 
Gemisches. Daraus errechnet sich der Aldehydgehalt folgendermaBen: 


5:100 = 30:2 x = 600,0* 
22,9: 100 = 50: y y = 218,3** 
600,0 
218,3 
381,7 381,7: 2 = 190,85cem n/100 Acetaldehyd. 


190,85 . 0,00044 = 0,08397 g Acetaldehyd. 


20cem enthalten 0.08397 g Aldehyd; mithin sind 0,8397 9 in 
200 cem vorhanden, wahrend theoretisch aus der angewendeten Menge 
der Natriumbisulfit-verbindung 0,8428 g Aldehyd frei werden kénnen 


II. Bestimmung des Acetaldehyds mit Quecksilberoryd nach Langedijk. 


Die zu dieser Bestimmung erforderlichen Lésungen wurden genau 
nach der Vorschrift des Autors bereitet, und zwar: 
a) Sublimatlésung 2,5 %, 
b) Kalilauge 2n, 
c) Essigséure 4n. 
Saémtliche Fliissigkeiten wurden sorgfaltig filtriert. 


Die Ausfiihrung war die folgende: 


In einem Rundkélbchen mit langem Hals wurden 25 cem Sublimat- 
lésung mit 25cem Kalilauge vermischt und dann 10,0 cem Aldehydlésung 
unter Umschiitteln hinzugefiigt. Nach kurzem Stehen bei Zimmertemperatur 
wurde das Gemisch fiir 5 bis 6 Minuten der Temperatur des siedenden 
Wasserbades ausgesetzt. DaB hierbei kein Aldehyd mehr entweicht, wurde 
dadurch bewiesen, daB in einem Kontroilversuch das Kélbchen mit einem 
absteigenden Kiihler verbunden und mit freier Flamme ein groBer Teil 
des Kolbeninhaltes abdestilliert wurde. Das Destillat zeigte absolut keine 
Aldehydreaktion. Nach dem Erkalten wurden die Kolben noch fiir einige 
Zeit bei Zimmertemperatur aufbewahrt und dann das Reaktionsgemisch 
mit einem Uberschu8 von 4n Essigséure versetzt, die das iiberschiissige 
Quecksilberoxyd auflést, die Anlagerungsverbindung jedoch unangegriffen 
146t. Darauf wurde der zuriickgebliebene Niederschlag sorgfaltig durch 
einen vorher zur Konstanz getrockneten Glas-Gooch-Tiegel filtriert und 
nunmehr bei 80° getrocknet. Zwei Bestimmungen lieferten folgende Werte: 
Aus 10,0cem Aldehydlésung wurden 0,5408 bzw. 0,5422g Anlagerungs- 
verbindung erhalten. Daraus errechnen sich 


88 
und 
ate 0,5422 0,06466 gq Aldehyd 
ao. ara | 


in 10,0 ccm. 


* Zahl der Kubikzentimeter n/100 Jodlésung, die den angewandten 
30,0 cem Bisulfitlésung entspricht. 

** Zahl der Kubikzentimeter n/100 Jodlésung, welche die nicht ver- 
brauchte Menge Bisulfit des Aldehyd-Bisulfitgemisches anzeigt. 
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Mithin waren in 200 cem 1,2900 bzw. 1,2932 9 Aldehyd enthalten. 
Diese Werte sind um rund 50°, zu hoch gegeniiber den mit der Theorie 
iibereinstimmenden Zahlen der Ripper-Titration (s. S. 444). 


Versuch 2. 


Die Ausfiihrung war die gleiche wie beim Versuch 1. 


2.1435 g Natriumbisulfit-verbindung wurden mit l0g CaCO, 
und 3g CaCl, zersetzt und 400,0 ccm Destillat aufgefangen. 


I. Titration nach Ripper. 


100,0 cem n/100 Jod verbrauchten 5,2ccem Bisulfitlésung. 20,0 cem 
Aldehydlésung wurden mit 25,0 cem Bisulfitlésung vermischt und | Stunde 
im Eisschrank aufbewahrt. 100,0 cem n/100 Jodlésung verbrauchten 
13,0 cem Mischung. 


5,2: 100 = 25: z x = 4380,8 
13,0: 100 = 45: y y = 346,2 
480,8 : 
— 346,2 
134,6 134,6:2 = 67,3 


67,3 . 0,00044 = 0,029612 in 20,0 ccm. 


In 400 cem sind 0,5922 g Aldehyd enthalten. Die Theorie verlangt 
eine Ausbeute von 0.60079 Aldehyd aus 2,1435g der Acetaldehyd- 
Natriumbisulfit-verbindung. 


II. Bestimmung mit Quecksilberoxyd. 
25ccem der Sublimatlésung + 25,0cem 2n Kalilauge + 10,0 ccm 
Aldehydlésung + 25cem 4n Essigséure. 
Erhalten 0,2574 g Anlagerungsverbindung. 


737,86: 88 = 0,2574: 2 
oder 
0,03070 g Acetaldehyd in 10 cem. 


Fiir die Gesamtmenge von 400 ccm ergibt sich 71,2280 g Acetaldehyd, 
alse rund 100°%, mehr als der theoretische Wert. 


Versuch 3. 


2,1809 g Acetaldehyd-Natriumbisulfit-Verbindung werden mit 10 g 
CaCO, nebst 3g CaCl, gespalten und 500ccm Destillat aufgefangen. 
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I. Ripper-Titration. 

100,0 cem n/100 Jod verbrauchten 5,3 cem Bisulfitlésung. 25,0 ccm 
Aldehydlésung mit 25,0cem Bisulfitlésung vermischt, 1 Stunde im Eis- 
schrank belassen. 

100,0 cem n/100 Jod verbrauchten 15,0 cem Mischung. 


5,3: 100 = 25:2 a2 = 471,7 
15,0: 100 = 50: y y = 333,3 
471,7 
— 333,3 
138,4 138,4: 2 = 69,2 


69,2 . 0,00044 = 0,03045. 


0,03045 g Aldehyd in 25 ccm, also 


0,6090 g - . 900 ,, (Gesamtmenge). 
Theoretisch liefern 2,1809 g Natriumbisulfit-Verbindung 0,6112 4 
Acetaldehyd. 


II. Bestimmung mit Hydroxylamin-suljat. 


10,0cem 4°%ige Hydroxylaminsulfatlésung werden mit 20,0 ccm 
Aldehydlésung vermischt und 1 Stunde bei 30° aufbewahrt. Die frei ge- 
wordene Schwefelsiure wird mit n/10 NaOH titriert. 


10,0 cem der Mischung verbrauchten 5,65 cem n/10 NaOH. 10,0 cem 
Hydroxylaminsulfatlésung verbrauchten allein 0,22 cem NaOH. 


5,43 . 0,0044 = 0,023892 g Aldehyd in 20,0 cem. 
Danach sind insgesamt (in 500 ccm) 0,5973 g Aldehyd vorhanden 


III. Bestimmung mit Quecksilberoxryd. 


25,0 cem Sublimatlésung + 25,0 cem 2 n Kalilauge + 10,0 cem Aldehyd- 
lésung -+ 25cem 4n Essigséure. 

Erhalten: 0,2068 g Mercurierungsprodukt. 

737,86: 88 = 0,2068: 2. 


Das wiren 0,02466 g Aldehyd in 10,0cem und 1,2330 g Aldehyd 
in 500 ccm. Theoretisch werden verlangt 0,6112 g. Also wurden mehr 
als 100%, zu viel gefunden. 


B. Acetaldehyd aus milchsaurem Zink. 


Die Versuche wurden ausgefiihrt in Anlehnung an die Vorschrift 
von Fiirth und Charnass (1. c.) zur Bestimmung der Milchséure. Der 
aus dem milchsauren Salz frei gemachte Acetaldehyd wird nur in 
diesem Falle nicht in einer titrierten Bisulfitlbsung, sondern in reinem 
Wasser unter sehr guter Eiskiihlung aufgefangen und dann der Aldehyd. 
gehalt der gewonnenen Léisung nach den verschiedenen miteinander 
zu vergleichenden Methoden ermittelt. 
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4n Essigséure. Nach vélligem Erkalten wurde filtriert und bei 80° getrocknet. 
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Eine fiir die Oxydation zweckmaéBige Apparatur ist ausfiihrlich bei 
Hirsch-Kauffmann (1. c.) beschrieben worden. Das verwendete Zink- 
d, l-lactat war zuvor aus Wasser umkristallisiert und der Wasser- sowie 
der Zinkgehalt des lufttrockenen Salzes durch Analysen festgestellt. 

0,1534g gaben 0,0275g H,O ab und lieferten dann 0,0417g ZnO. 
(C,H,O,),.Zn + 3H,O. Ber.: H,O = 18,18%, ZnO = 27,35°%; 
gef.: H,O = 17,93°, ZnO = 27,18. 


Versuch 1. 


0,5539 g d,1-Zinklactat wurden mit 300cem 2° iger Schwefelséure 
vermischt und langsam mit n/10 Kaliumpermanganat oxydiert. Das Destillat 
wurde in einem 400-cem-MeBkolben aufgefangen, der mit 75 cem Eiswasser 
beschickt war. 

a) Aldehyd-titration nach Ripper. 

a) 100 cem n/100 Jod verbrauchten 5,3 ccm Bisulfitlésung. 

b) 25cem Aldehydlésung wurden mit 25 cem Bisulfitlésung vermischt 
| Stunde im Ejisschrank aufbewahrt. 100cem n/100 Jod verbrauchten 
11,7 cem der Mischung: 


5,3 :100 = 25:7 z = 471,7 
11,70: 100 = 50: y y = 427,4 
471,7 
— 427,4 ' 
44,3 44,3: 2 = 22,15 


22,15 . 0,00044 = 0,009746 


0,009746 g Aldehyd in 25 ccm 
0,1559 ¢g - » 400 ,, (Gesamtmenge). 


Theoretisch kénnen aus 0,5539g milchsaurem Zink 0,1639 g 
Acetaldehyd hervorgehen; die gefundene Menge entspricht einer Aus- 
beute von 95,12°,. liegt also innerhalb der bekannten Fehlergrenzen 
dieser Methode. ; 

B) Bestimmung mit Quecksilberoxyd. 

Es wurden vier Analysen mit verschiedenen Aldehyd-konzen- 
trationen nebeneinander ausgefiihrt. Die Zusammensetzung der Lésungen 
war folgende. 

I. 25cem Sublimatlésung + 25cem 2n Kalilauge + 25,0 cem 
Aldehydlésung. 

II. 25cem Sublimatlésung + 25cem 2n Kalilauge + 25,0 ccm 
Aldehydlésung. 

III. 25cem Sublimatlésung + 25cem 2n Kalilauge + 20,0 ccm 
Aldehydlésung. 

IV. 25cem Sublimatlésung + 25cem 2n Kalilauge + 20,0 ccm 
Aldehydlésung. 

Dazu kommen nach 10 Minuten langem Erhitzen auf 100° je 25 cem 


Die Tabelle I bringt die erhaltenen Werte. 
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Tabelle I. 
Menge Acetaldehyd nach Ripper in 400 cem = 0,1591 g. 





Aus 25 bew. 20ccm Leung eraltone Menge | stars Moog 








Ne. Sa | Aldehyd in Py ill 
- Ee eS a 
1 0,1896 0,022 61 0,3618 
2 0,1934 0,023 07 0,3691 
: 0,1527 0,018 21 0,3642 
4 0,1466 0,017 48 0,3496 


Von der bei diesen Versuchen erhaltenen Quecksilber-anlagerungs- 
verbindung habe ich eine Quecksilberbestimmung ausgefiihrt. 

Dazu wurde die Substanz im Achatmdérser fein gepulvert und im 
Hochvakuum bei 65° zur vollkommenen Konstanz getrocknet. Die ein- 
gewogene Menge wurde dann in einem Kélbchen mit 50 ccm verdiinnter 
Salzsiure vermischt und mit 25ccm Bromwasser | Stunde am Energie- 
RiickfluBkiihler erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde aus der vollkommen 
klar gewordenen Lésung nebst dem Spiilwasser des Kiihlers das Brom durch 
einen Luftstrom vertrieben und die Fliissigkeit in ein Becherglas iiber- 
gefiihrt. Das Quecksilber wurde hierauf durch Schwefelwasserstoff gefallt 
und das Quecksilbersulfid durch einen Glas-Gooch-Tiegel filtriert. Der 
Niederschlag wurde mit heiBem Wasser, Alkohol, Schwefelkohlenstoff 
und nochmals mit Alkohol ausgewaschen, sodann bei 105 bis 110° ge- 
trocknet. 

0,3066 g gaben 0,2948 g HgS. 

Berechnet fiir C,H,O,Hg,. Ber.: Hg = 81,60%; 
(737,86) gef.: Hg = 82,89%. 


Dieses Ergebnis stimmt ausgezeichnet mit der von Langedijk 
angegebenen Analyse (82,8 °,, Hg) itiberein. Der gegeniiber der Theorie 
zu hohe Wert la8t sich vielleicht erklaren, wenn ein Teil der Substanz 
nicht aus dem Tri-mercuri-di-aldehyd, sondern aus anderen Mer- 
curierungs-produkten besteht, von denen eine Reihe bekannt ist. Ihr 
Quecksilbergehalt ist nicht sehr verschieden', aber sie sind sehr un- 
gleichen Mengen Acetaldehyd aquivalent. 


Versuch 2. 
Ausfiihrung genau wie bei Versuch 1. 


1,5027 g Zinklactat wurden in 150 cem Wasser unter Zusatz von | cem 
verdiinnter Schwefelséure gelést. 


* Bei Auld und Hantzsch, |. ¢., ist die Zusammensetzung der Ver- 
bindung als Tri-mercuri-di-aldehyd auch nur aus der Quecksilberanalyse 
erschlossen. 
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50cem dieser Zinksalzlésung (= 0,5009g Zinklactat) wurden mit 
225 cem Wasser verdiinnt und mit 25 ccm 25 °%iger Schwefelséiure versetzt. 


Oxydiert wurde wieder mit n/10 Kaliumpermanganat. Das Destillat 
wurde unter sehr guter Eiskiihlung in einem 400-cem-MeBkolben auf- 
gefangen, der mit 75cem Wasser gefiillt war. 


a) Titration nach Ripper. 
Blindtitration der Bisulfitlésung: 100,0cem n/100 Jodlésung ver- 
brauchten 5,85 ccm Bisulfit. 
20,0cem Aldehydlésung + 25ccm Bisulfitlésung, 1 Stunde Eis- 
schrank. 
100,0 cem n/100 Jod verbrauchten 11,4cem der Mischung. 


Das entspricht einer Aldehydmenge von @,1/4353g in 400 ccm 
Lisung, also 96,84°(, der Theorie; denn theoretisch kénnen 0.14822 g 
Acetaldehyd vorhanden sein. 


B) Bestimmung nach dem Hydroxylamin-verfahren. 


10cem 4°%ige Hydroxylaminsulfatlésung wurde mit 1 Tropfen n/10 
Natronlauge neutralisiert, mit 10,0cem Aldehydlésung 1 Stunde bei 37° 
belassen. Darauf wurde mit 1,0cem n/10 Natronlauge versetzt und mit 
n/10 Salzséure zuriicktitriert. (Alle Titrationen wurden mit Mikrobiiretten , 
ausgefiihrt.) 
0,19 cem n/10 HCl verbraucht, also 0,81 cem n/10 NaOH zur Neutrali- 
sation verbraucht. 


0,81 . 0.0044 .40 = 0.1426 q Aldehyd in 400 ccm = 96,28% der 
Theorie. 
Der gefundene Wert stimmt mit dem der Ripper-Titrationen 
iiberein. 
y) Bestimmung mit Quecksilberoxyd. 
Es wurden vier Bestimmungen in Lésungen verschiedener Kon- 
zentrationen ausgefiihrt: 


1. 25cem HgCl, + 25cem 2n KOH + 20,0 cem Aldehydlésung, 
2 #5, HgCl,+15 ,, 2n KOH + 20,0 ,, ” 
3. 10 ,, HgCl,+ 20 ,, 2n KOH + 10,0 ,, ” 
4 5 ,, HgCl,+15 , 2n KOH + 10,0 ,, ~ 


Es wurde 5 Minuten auf 100° erwairmt und nach dem Erkalten mit 
ebensoviel 4 n Essigséure versetzt, wie 2n KOH angewendet worden war. 


Die Tabelle II bringt die erhaltenen' Ergebnisse. 


1 Die Anfiihrung weiterer Vergleiche nach einer der kolorimetrischen 
Methoden, z. B. nach dem sehr brauchbar befundenen Verfahren von 
B. Mendel und I. Goldscheider (diese Zeitschr. 164, 163, 1925), eriibrigt sich. 
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Tabelle II. Menge Acetaldehyd nach Ripper in 400 cem: 0,1280 g. 





Nr. 


One 


zum Sieden erhitzt. 


Aus 20 bzw. 10 com Lésung erhaltene Menge 


Scheinbare Menge 





idehyd 
———— | Aldehyd in Seon Lbeung 
Seen ce ie ls Se 
0,1154 0,013 76 0,2752 
0,0929 0,011 08 0,2216 
0,0596 0,007 11 0,2844 
0,0554 0,006 61 0,2644 


C. Acetaldehyd aus Acetaldehyd-thiosemicarbazon. 


Die Verbindung wurde nach der Vorschrift von Freund und Schander' 
dargestellt, sie besaB nach dem Umkristallisieren aus Wasser den richtigen 
Schmelzpunkt. Die Zerlegung des Thiosemicarbazons geschah nach Neuberg 
und Kobel? durch Kochen mit Phthalsfureanhydrid. Hierzu wurde die 
genau gewogene Menge des analysenreinen Thiosemicarbazons (1,5207 g) 
in einem Rundkolben mit 100 ccm Wasser und 7g Phthalséureanhydrid 
unter sehr guter RiickfluBkiihlung und SicherheitsverschluB 1 Stunde 


Nach dem Erkalten und sorgfaltigem Ausspiilen des 


Kiihlers wurde mit Wasserdampf so lange destilliert, bis das Destillat 
keine Acetaldehyd-Reaktion mehr zeigte. Das Destillat wurde auf 1000 ccm 
aufgefiillt und der Aldehydgehalt durch Ripper-Titration ermittelt. 


Einwage: 


1,5207 g Thiosemicarbazon. 


Theoretisch kénnen daraus nach der Formel 
CH,.CH:N.NH.CS.NH,+H,O =CH,.CHO+H,N.NH.CS.NH, 
0,5719g Acetaldehyd entstehen. 

10,0 cem n/50 Jod verbrauchten 5,8 ccm Bisulfit. 

25,0cem Aldehydlésung + 75,0cem Bisulfit, 1 Stunde Eisschrank. 

10,0 cem n/50 Jod verbrauchten 10,3 cem der Mischung. 


5,8: 10 = 
10,3: 10 = 


129,34 
— 97,09 


32,22 32,22. 


15:2 x = 129,30 
100: y y= 97,09 
0,00044 . 

; — 0,007 088. 


Wegen der Anwendung von n/50 Jodlésung mu8 mit 2 multipliziert 


werden. 
Es sind also vorhanden: 


0,007088 .2 = 0,014176g Aldehyd in 25 ccm, 
in 1000 cem also 0,5670g Acetaldehyd. 


Da aus 1,5207g Acetaldehyd-thiosemicarbazon 0,5719g Acet- 
aldehyd frei werden kénnen, wurden durch Ripper-Titration 99,16° , 
der méglichen Menge ermittelt. 


1 M. Freund und A. Schander, B. 35, 2602, 1902. 
2 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 188, 211, 1927. 
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D. Acetaldehyd-Bestimmung nach genauer Einwage reinen Aldehyds. 


SchlieBlich priifte ich die Genauigkeit der Ripperschen Aldehyd- 
titration nochmals durch folgenden Versuch. 

Reiner Acetaldehyd wurde unter allen VorsichtsmaBregeln destilliert 
und als Destillat nur der genau bei 21° iibergehende Anteil aufgefangen. 

Hiervon wurde mit der Pipette ein gewogenes MeBkélbchen von 2 cem 
gefiillt, dieses zum Temperaturausgleich 1 Stunde stehengelassen, darauf 
gewogen und in einen fast ganz mit Wasser gefiillten MeBkolben von 
1000 cem iibergefiihrt. Nach der Offnung des Kélbchens und der Vermischung 
des Aldehyds mit dem Wasser wurde zur Marke aufgefiillt. 


Einwage: 1,5805 g Acetaldehyd in 1000 ccm. 


Titration nach Ripper. 
100,0 eem n/100 Jod verbrauchten 8,5 ccm Bisulfit. 
20,0 ,, Aldehydlésung + 25,0cem Bisulfit, 1 Stunde Eisschrank. 
100,0 ,, n/100 Jod verbrauchten 29,7 cem der Mischung. 


8,5: 100 = 25:2 z= 294,1. 
29,7: 100 = 45: y y = 151,5. 
294,1 
— 151,5 : 
142,6 142.6. 0,00044 . 


3 = 0,03137 g Aldehyd in 20cem Lésung. 


1000 ccm enthalten danach 1,5685g Aldehyd.  Beriicksichtigt 
man das Wasserverdrangungsvermégen des geéffneten 2-ccm-K6lbchens, 
das genau zu 1,0 ccm gefunden wurde, so ergibt sich ein Gehalt der 
Léisung an Aldehyd von 1,5670g, das sind 99,14°,, der Einwage. 

DaB die Rippersche Aldehydtitration auch in sehr starken Ver- 
diinnungen hinreichend genau ausfallt, zeigt folgender Versuch. 

Von einer Aldehydlésung, die etwa 0,5 g reinen Acetaldehyd in 100 ccm 
enthielt, verdiinnte ich einen Teil auf das Zehnfache mit Wasser und titrierte 
dann beide Lésungen nach Ripper. 

Lésung A: etwa 1,0g Acetaldehyd in 200 ccm Wasser. 

Lésung B: 100 ccm von Lésung A auf 1000 ccm mit Wasser aufgefiillt. 

Blindtitration: 20,0cem n/100 Jod verbrauchten 6,3 Bisulfitlésung. 


a) 75ccem Bisulfit + 10cem Lésung A, 1 Stunde Eisschrank. 
10,0 cem n/100 Jod verbrauchten 35,7 cem der Mischung. 








6,3: 20 = 75:2 x = 238,10. 
35,7: 10 = 85: y y= 23,81. 
238,10 
— 23,81 
214,29 214,29 . 0,00044 
> = 0.04714 g in 10 ccm. 


In 100 ccm sind also enthalten: 0.47149 Acetaldehyd. 
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b) 75cem Bisulfit + 25cem Lésung B, 1 Stunde Eisschrank. 
20,0 cem n/100 Jod verbrauchten 10,75 cem der Mischung. 


6,3 :20 75:2 x 238,10 
10,75: 20 100: y y = 186,05 
238,10 
186,05 
52,05 52,05 . 0,00044 


2 = 0,01145¢ in 25 cem. 


In 1000 cem und somit in 100 ccm der Lésung A sind also ent- 
halten: 0.45809 Acetaldehyd. 


Aus diesen Bestimmungen folgt die geniigende Genauigkeit der 
Sulfit-titrations-methode fiir Acetaldehyd auch bei sehr geringen 
Aldehyd-konzentrationen. 





at. 


m 
fel 


eu 


ge 
di 





ler 
ren) 





Bemerkung iiber die Berechnung der Bodenatmung. 
Von 
H. Lundegardh. 
(Stockholm-Experimentalfaltet.) 
(Eingegangen am 9. Februar 1928.) 


Da die von mir angegebene Methode der Bestimmung der Boden- 
atmung (= Kohlenséureproduktion des natiirlichen Bodens) schon von 
mehreren Forschern angewandt wurde, muB ich hier auf einen Druck- 
fehler aufmerksam machen, der sich in die von mir angegebene Forme! 
eingeschlichen hat!. Die Formel soll sein 


(a—b)-1,858-V. 


Yo g CO, pro 1 Std. 1 qm Bodenflache. 


Hier bedeutet a den Anfangswert, 6 den Endwert des Kohlensaure- 
gehalts in der Bodenatmungsglocke, in Prozenten ausgedriickt, ¢ ist 
die Zeit in Minuten, 1,858 ist das Gewicht von einem Liter CO, bei 15° 
760 mm. V bedeutet das Volumen der Bodenatmungsglocke in Kubik- 
zentimetern, Y ist die von der Glocke umschlossene Bodenfliche in 
Quadratzentimetern. 

An der angegebenen Stelle! wurde die Gleichung fiir ein bestimmtes 
Volumen der Glocke formuliert, der Nenner 10 fiel aber durch ein Ver- 
sehen weg, wodurch die nach der Formel berechneten Bodenatmungs- 
werte zehnmal zu hoch ausfallen. L.G. Romell, der mich auf den Fehler 
aufmerksam gemacht hat, findet, daB die von D. D. Fehér® angegebenen 
Werte der Bodenatmung, die nach der Formel berechnet sind, wahr- 
scheinlich zehnmal zu hoch sind. Ob auch andere Forscher die Formel 
ohne Nachpriifung benutzt haben, ist mir nicht bekannt. 

Die von mir ausgefiihrten zahlreichen Bestimmungen der Boden- . 
atmung, die ich in ,,Kreislauf der Kohlensiure“ und auch anderen 
Orts veréffentlicht habe, werden durch den genannten Druckfehler 
nicht beriihrt, sind also richtig. 


1 H. Lundegardh, Der Kreislauf der Kohlenséure in der Natur, 8. 146. 
Jena 1924. 
2? Flora 21, N. F., 316, 1927. 











Ein Beitrag zur vy. Fellenbergschen Jodbestimmungsmethode. 


Von 


Erich Jochmann. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 11. Februar 1928.) 


Bei der Bestimmung kleinster Jodmengen in organischem Ausgangs- 
material ist die v. Fellenbergsche Jodbestimmungsmethode die Met hode 
der Wahl geworden. AuBer v. Fellenberg!, der seine ausgedehnten 
Untersuchungen iiber Jodvorkommen in der Natur und Jodstoff- 
wechsel in dieser Zeitschrift veréffentlicht hat, hat noch eine Reihe 
anderer Autoren damit gearbeitet. Unter ihnen haben Veil und Sturm? 
wie auch B. Bleyer und seine Mitarbeiter* die Methode nachgepriift 
und kleinste Jodmengen, die sie kiinstlich ihrem Ausgangsmaterial 
hinzugefiigt hatten, quantitativ wiedergefunden. Als durchschnittliche 
Fehlergrenze geben v. Fellenberg und Sturm etwa 10 bis 15% an. Ob- 
wohl ich die Kenntnis der Methode dem freundlichen Entgegenkommen 
v. Fellenbergs selbst im Herbst 1925 verdanke und im Februar vorigen 
Jahres durch die Liebenswiirdigkeit von Prof. Veil Gelegenheit hatte, 
die Arbeitsweise von Sturm in Jena kennenzulernen, gelang es mir 
doch nur in einer relativ kleinen Zah] von Fallen, gleichfalls so giinstige 
Ergebnisse zu erhalten wie die oben genannten Autoren. Aus diesem 
Grunde habe ich besondere Untersuchungen angestellt mit dem Ziele, 
die Ursache fiir meine haufigen Fehlresultate aufzudecken und den 
Analysengang, wenn méglich, sicherer zu gestalten. Das Ergebnis 
sei im folgenden mitgeteilt. 

Die Kenntnis der v. Fellenbergschen Methode setze ich, um iiber- 
fliissige Wiederholungen zu vermeiden, voraus und verweise auf die v. Fellen- 
bergschen Publikationen und die ausfiihrliche Darstellung Alexander 
Sturms (2) im Deutsch. Arch. f. klin. Med. Jedoch sei das Prinzip der 
Methode kurz angegeben. 

Die organische Substanz wird mit méglichst wenig Kalilauge unter 
besonderen Kautelen verascht. Aus der Asche, die gréBtenteils aus K,C 0, 
besteht, wird das als Jodid vorhandene Jod mit 95%igem Alkohol in eine 


Platinschale extrahiert, der Alkohol auf dem Wasserbad verjagt und die 
in der Platinschale restierende Salzkruste zur Vernichtung der letzten 
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Spuren an organischer Substanz iibergegliiht. Die letztgenannte Prozedur 
wird nach erneuter Extraktion in eine andere Platinschale wiederholt. 
Hierauf wird der Salzriickstand in méglichst wenig Wasser (0,3 ccm) gelést, 
in besonders konstruierte Ausschiittelungsréhrchen iibergefiihrt und das 
dureh Nitrit-Schwefelséure frei gemachte Jod kolorimetrisch in einem 
abgemessenen Tropfen Chloroform und nachher eventuell titrimetrisch 
nach Uberfiihrung in Jodat mit Hilfe der bekannten Jodat-Jodidreaktion — 
es wird dabei genau die sechsfache Menge des urspriinglich vorhanden 
gewesenen Jods frei gemacht — bestimmt. Sturm spart sich, wie ich gesehen 
habe, meist die erneute Extraktion in eine zweite Platinschale und bestimmt 
gleich titrimetrisch unter bewuBter Fortlassung der Kolorimetrie. Der 
groBe Vorzug dieses Vorgehens gegeniiber allen tibrigen Jodbestimmungs- 
methoden und der Grund fiir die ihr innewohnende so enorme Empfindlich- 
keit liegt also darin, daB das Jod aus der organischen Substanz in an- 
organischer Form praktisch isoliert und dann in einem médglichst kleinen 
Fliissigkeitsquantum aufgenommen und bestimmt wird. 

Untersuchen wir nun die Methode auf ihre Fehlerquellen hin und 
gehen die einzelnen Stadien durch, so habe ich stets die Erfahrung gemacht, 
daB eine richtig durchgefiihrte Veraschung absolut ohne jede Verluste 
einhergeht. Es ist dabei gleichgiiltig, ob man von Blut, Organen oder 
Urinen ausgeht, nur bei sehr eiweiBarmen Fliissigkeiten, wie man sie z. B. 
nach Durchstrémen von herausgenommenen noch lebenden Tierherzen 
mit Tyrodelésung erhélt, geht die Veraschung merkwiirdigerweise leicht 
mit geringen Verlusten einher. Uber Fehlerméglichkeiten bei mineralischen 
oder pflanzlichen Ausgangsmaterialien besitze ich keine eigenen Erfahrungen. 
Der wichtigste Punkt bei der Veraschung ist das strikte Vermeiden jedweden 
Gliihens der Eisenschale, da sonst sofort Verluste auftreten kénnen. Wesent- 
lich ist dabei die Verwendung geeigneter Gasherde, wie es z. B. die Gas- 
Sparkocher der Firma Expressato sind. Auf diesen Herden gliihen die von 
mir verwandten Eisenschalen, die einen Durchmesser von 10cm haben, 
auch bei fast véllig aufgedrehter Flamme nicht, und trotzdem resultiert 
bei den Blutanalysen nach zweimaligem Anfeuchten eine nur noch relativ 
wenig Kohle enthaltende Asche. Die FlammengréBe reguliert man ayn 
besten im abgedunkelten Laboratorium ein, da man nur dann das erste 
schwache Gliihen sicher erkennen kann, und merkt sich ein fiir allemal, 
wie weit man den Gashahn aufdrehen darf. Andererseits mu8 man bis 
nahe an die Rotglutgrenze die Eisenschale erhitzen, da sonst die Veraschung 
ungeniigend wird. Keine Nachteile habe ich von einem relativ zu langen 
Verweilen der Eisenschale auf dem Herde gesehen, sofern nur die eben 
genannten Gesichtspunkte beriicksichtigt wurden, im Gegenteil, ich dehne 
die erste Veraschung meist auf 1 Stunde aus. Dann feuchte ich die Asche 
an und lasse, nachdem alles Wasser wieder verjagt ist, die Analysen noch 
20 bis 30 Minuten auf dem Feuer. Das Verglimmen der Kohle beférdert 
man zweckmaéBig durch Zusammenkratzen mit einem Nickelspatel. 


Wiahrend die richtig geleitete Veraschung keine Verluste zeitigt, wird 
es anders, sobald die Analysen so weit fortgeschritten sind, daB das Uber- 
gliihen des Salzriickstandes in den Platinschalen erfolgen kann. In Vor- 
versuchen, bei denen ich in die Platinschalen etwas Pottaschelésung und 
bekannte Jodmengen brachte, konnte ich bald konstatieren, daB auch 
vorsichtiges Gliihen leicht mit teilweise erheblichen Verlusten einhergeht. 
Aus diesem Grunde habe ich bereits bei friiheren Jodbestimmungen (4), bei 
denen die zu erfassenden Werte allerdings betraéchtlich oberhalb des normalen 
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Blutjodspiegels lagen, auf das Ubergliihen des Salzriickstandes in Platin. 
schalen verzichtet und diesen stattdessen in Anlehnung an die Vorschriften 
von Bernier und Peron (5), die offenbar auch Buchholtz (6) bei seiner 
Methode zum Nachweis von Jodiden in der Blutbahn benutzt hat, weiter- 
verarbeitet. 

Folgendes Vorgehen hat sich mir bewaéhrt : Man sammelt nach ordnungs- 
méBig durchgefiihrter Veraschung die Alkoholextrakte der Asche in einer 
Porzellanschale und dampft bis zur Trockne ein. Der Salzriickstand wird 
quantitativ in ein 50-cem-Erlenmeyerkélbchen iibergefiihrt, mit 1 Tropfen 
der konzentrierten Kalilauge und 3 bis 5 Tropfen 5% iger KMnO,-Lésung 
versetzt und nach Zusatz von einigen Glasperlen zur Vermeidung zu heftigen 
Siedens 2 bis 3 Minuten iiber kleiner Flamme auf der Asbestplatte gekocht. 
Alles Jod ist nunmehr in Jodat verwandelt. Zu der noch heiBen Fliissigkeit 
setzt man etwa 2 Tropfen Athylalkohol zur Reduktion des iiberschiissigen 
KMn0Q, in Braunstein und verjagt den restlichen Alkohol durch 2 bis 
3 Minuten langes Schwenken iiber der Flamme. Dampft dabei die Fliissig- 
keit zu sehr ein, wird noch etwas Aqua dest. hinzugefiigt. Sodann wird 
durch gehartete Filter filtriert und das Kélbchen noch zweimal mit einigen 
Kubikzentimetern Aqua dest. nachgewaschen. ZweckméBig 146t man das 
erste Filtrat nochmals in ein anderes 50-ccm-Erlenmeyerkélbchen filtrieren 
und wascht die ersten beiden Kélbchen mit demselben Wasser aus, damit 
man ein absolut einwandfreies und klares Filtrat erhélt. Die geringsten 
Braunsteinmengen, die etwa noch mit durchfiltriert sind, falschen das 
Resultat! Zu dem Filtrat werden zur Vernichtung noch vorhandener 
Nitritspuren 5 ccm Essigséure und 2 cem 12 °%,iger Ammoniumchloridlésung 
gesetzt und die Fliissigkeit nach erneutem Zusatz von Glasperlen 5 bis 
10 Minuten gekocht. Nach dem Abkiihlen setzt man leem 3/n Schwefel- 
séure, einige Tropfen einer konzentrierteren Jodidlésung sowie etwas 
Starke hinzu. Aus Jodat und Jodid wird in dem sauren Milieu die sechs- 
fache Menge des urspriinglich vorhandenen Jods frei. Titration mit n/200, 


eventuell n/500 Natriumthiosulfat. Diese Art des Vorgehens besitzt den 
‘Vorzug, daB man ohne Platinschalen arbeiten kann, und liefert ganz aus- 


gezeichnete Ergebnisse bei Jodmengen von etwa 10 y an aufwarts, wie 
man sie z. B. nach Jodmedikation in der Blutbahn findet. Unterhalb diese: 
Grenze werden die Werte ungenau, und insbesondere kann man exakte 
Bestimmungen des natiirlichen Blutjodspiegels mit dieser Modifikation der 
v. Fellenbergschen Methode nicht erzielen. Der Grund liegt in einer Beein- 
flussung des Ablaufs der Jod-Starkereaktion durch die in der relativ 
konzentrierten SchluBlésung noch enthaltenen Stoffe, wodurch ein Fehler 
von | bis 2 y entstehen kann. Diese Ungenauigkeit, die bei etwas héheren 
Werten keine nennenswerte Rolle spielt, macht sich natiirlich um so stérende: 
geltend, je mehr man sich natiirlichen Blutjodspiegelwerten néhert. 


Ich griff daher bei Blutjodspiegelbestimmungen wieder auf die v. Fellen- 
bergsche Originalmethode zuriick und stellte mir zunéchst die Aufgabe, 
die Bedingungen eines méglichst verlustlosen Ubergliihens des Salzriick- 
standes, den man nach Extraktion der Asche in Platinschalen nach er- 
folgtem Verjagen des Alkohols erhélt, einem genaueren Studium zu unter- 
ziehen. Von der Ansicht ausgehend, daB es eine optimale Temperatur 
geben miisse, bei der zwar alle organische Substanz gerade vernichtet 
wird, aber noch keine Jodverluste auftreten, verwandte ich einen elektrischen 
Muffelofen in Verbindung mit einem geeichten Thermoelement aus Platin- 
Platin-Rhodium. Als Tiegel benutzte ich zunéchst Platin-, spater Nicke'- 
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tiegel, nachdem sich herausgestellt hatte, daB diese genau so brauchbar 
sind, waéhrend Porzellan- und Quarztiegel sich als ungeeignet erwiesen 
haben. Diese Apparatur bietet den Vorteil, da8 man bei einer beliebigen, 
genau ablesbaren Temperatur den ProzeB des Ubergliihens unterbrechen 
kann und dadurch alle subjektiven Momente, die mit dem freihéndigen 
Ubergliihen in der Platinschale verbunden sind, ausgeschaltet werden. 
Dabei stellte sich heraus, da8 man bis mindestens 500° erhitzen mu8, um 
eine Veraschung der noch restlichen organischen Substanz zu erzielen. 
Jedoch ist noch zweimaliges Anfeuchten und erneutes Gliihen bei dieser 
Temperatur erforderlich, und auch dann gelingt die restlose Vernichtung 
der letzten Spuren orgainscher Substanz noch nicht in allen Fallen, be- 
sonders nicht, wenn beim ersten Gliihen eine starke Kohlung als Zeichen 
dafiir aufgetreten war, daB noch relativ viel organische Substanz vorhanden 
gewesen ist. Insgesamt verléuft diese Prozedur mit recht empfindlichen 
Jodverlusten. Geht man héher mit der Gliihtemperatur hinauf, so andert 
sich zunéchst nichts. Bei 575 bis 600° schmilzt dann der Salzriickstand 
und es wird, falls nicht zu viel Kohle sich gebildet hat, die restlose Ver- 
nichtung der organischen Substanz durch ein einmaliges, 5 Minuten 
wihrendes Ubergliihen erméglicht. Aber auch jetzt treten noch durch- 
schnittlich etwa 20% betragende Verluste auf. Bringt man nicht aus 
Organanalysen stammende Salzriickstaénde, sondern bekannte Jodmengen, 
etwa 5y, in den Nickeltiegel zusammen mit etwas Pottasche, so habe ich 
selbst bei einer Erhitzung bis 700°, die 5 Minuten wahrte, keine bedeuten- 
deren Verluste erhalten kénnen, obwohl ich, wie vorhin erwéhnt, bei frei- 
handigem Ubergliihen derartiger Versuchsproben in Platinschalen éfter 
erhebliche Verluste zu verzeichnen hatte. Wenn nun beim Ubergliihen 
des aus Organen gewonnenen Salzriickstandes, wie eben dargelegt, fast 
regelmaBig Jod verloren geht und dieser Verlust in einem gewissen Ver- 
haltnis zu der dabei aus den noch vorhandenen organischen Substanzen 
sich bildenden Kohle steht, so muBte man diese Jodverluste verhindern 
kénnen, sobald man die Verbrennung der organischen Substanz durch 
Zusatz geeigneter Oxydationsmittel erleichterte und dadurch das Jod 
gewissermaBen schiitzte. Ein solches Mittel ist das Natriumnitrat, das 
ja auch sonst bei anderen Jodbestimmungsmethoden ausgiebig Verwendung 
findet, und das auch neuerdings v. Fellenberg (7) selbst, allerdings nicht 
als Zusatz in die Platinschale, sondern in die Eisenschale (also in einem 
viel friiheren Analysenstadium) empfiehlt. Setzt man namlich zu dem 
Salzriickstand etwa 10 Tropfen einer 5% igen NaN O,-Lésung hinzu, dann 
wird der Schmelzpunkt der Salzkruste um etwa 75° herabgesetzt und schon 
dadurch das Jod geschiitzt. Ein einmaliges, 5 Minuten wahrendes Erhitzen 
auf 600° vernichtet sicher alle organische Substanz, ohne da8 ein Jod- 
verlust auftritt. 


Entsprechend meinen bisherigen Ausfiihrungen verfahre ich 
nunmehr bei meinen Jodbestimmungen folgendermaBen: Die organische 
Substanz wird in bekannter Weise unter Beriicksichtigung der vorhin 
erwihnten VorsichtsmaBregeln verascht, mit Alkohol extrahiert, 
die Extrakte werden in einer Platinschale gesammelt und mit 10 Tropfen 
5%iger NaNO,-Lésung versetzt. Da diese Nitratlésung sehr leicht 
verdirbt, wird sie am besten jeden zweiten Tag erneuert. Ich pflege 
dabei von einer 50% igen Stammlésung auszugehen, die etwa 8 Tage 
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haltbar ist. Nach Verjagen des Alkohols auf dem Wasserbad schwenk: 
ich die Platinschale vorsichtig tiber der klein gestellten Flamme eines 
Bunsen- oder Teklubrenners und erhitze so weit, daB der Salzriickstand 
schmilzt. Die noch restliche organische Substanz verkohlt zunichst 
und verbrennt dann vdéllig in der Schmelze. Ein irgendwie sichtbares 
Gliihen der Platinschale suche ich tunlichst zu vermeiden. Nach 
einiger Ubung gelingt es leicht, die Hitze so zu dosieren, daB der Salz- 
riickstand schmilzt, ohne daB sichtbares Gliihen der Platinschale 
auftritt, und doch die Flamme so lange einwirken zu lassen, bis alle 
Kohle in der Schmelze oxydiert ist. Vorsichtshalber lése ich nach 
dem Erkalten den Salzriickstand noch einmal in etwas Wasser und 
bringe ihn nach Verjagen der fliissigen Bestandteile nochmals kurz 
zur Schmelze. Wichtig ist, daB alle Teile der Platinschale im Verlauf 
des ,,Gliihens einmal auf die richtige Temperatur gebracht worden 
sind. Die GréBe der Schale spielt dabei keine ausschlaggebende Rolle. 
obwohl kleine Platinschalen von etwa 5cm Durchmesser entschieden 
vorzuziehen sind. Darauf wird der Salzriickstand quantitativ in ein 
50-cem-Erlenmeyerkélbchen iiberfiihrt — es mu8 eine wasserklare 
Lésung resultieren — und das Jod nach Uberfiihrung in Jodat? in 
bekannter Weise titrimetrisch bestimmt. Ebenso wie ich es bei Sturm 
in Jena gesehen habe, lasse ich also die erneute Alkoholextraktion 
in eine zweite Platinschale fort und bestimme das Jod unter Verzicht 
auf die Kolorimetrie nur titrimetrisch. Zudem ist der Salzriickstand 
nach Zusatz von NaNO, fiir die kolorimetrische Bestimmung, wie 
ich mich durch einige Versuche tiberzeugt habe, auch ungeeignet ge- 
worden. Andererseits gibt die titrimetrische Methode bei dem eben 
geschilderten Vorgehen mit Natriumnitrat auch bei Werten unterhalb 
von ly so vorziigliche Resultate, daB auch bei diesen minimalsten 
Mengen die Kolorimetrie absolut entbehrlich wird. Im iibrigen eignet 
sich das eben geschilderte Verfahren zur Erfassung ganz beliebig 
groBer Jodmengen. 

Ist bei meinen Analysen, die ich stets mit Kontrollbestimmungen 
ausfiihre, die Fehlergrenze gréBer als 15%, so setze ich eine drittc 
Bestimmung an. Dieser Umstand trat bei den ersten 50 Analysen- 
paaren in 8,5 % der Faille, bei den nachsten 75 Analysenpaaren iiber 
haupt nicht mehr ein. Die durchschnittliche Fehlergrenze war anfangs - 
abgesehen von den 8,5 °% absoluten Fehlanalysen — 4,8°%, und sank 
bei den folgenden 75 Analysen auf 4,1°%. Bei den genannten Be- 
stimmungen, an denen Fr]. Dawyski, Berlin, in hervorragendem Mabe 
beteiligt ist, und die von Guggenheimer, Fischer und mir demnachst an 
anderer Stelle publiziert werden, handelte es sich hauptsachlich um 


1 Vgl. Veil und Sturm, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 147, 181, 182, 1925. 
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Blutanalysen mit teils normalem, teils infolge Jodmedikation — Milli- 
grammdosen per os — mehr oder weniger erhéhtem Blutjodspiegel. 
Die genannten Fehlresultate finden darin ihre Erklarung, daB entweder 
infolge ausnahmsweise starken Kohlens des Salzriickstandes in den 
Platinschalen beim Gliihen der Nitratzusatz nicht ausreichend war 
oder — und das ist das Haufigere — daB eine minimale Spur organischer 
Substanz durch nicht ganz sachgemaéBes Gliihen der Zerstérung ent- 
gangen war. 

Dieselben giinstigen Resultate erhalt man, wenn man die Alkohol- 
extrakte nicht in Platinschalen, sondern in Nickeltiegeln sammelt, 
10 Tropfen der 5% igen NaNO,-Lésung hinzusetzt und nach Ver- 
dampfen des Alkohols den Salzriickstand im elektrischen Muffelofen 
auf 600° erhitzt. Ich verfahre so, daB ich, sobald diese Temperatur 
erreicht ist, den ganzen Widerstand einschalte und nach 5 Minuten — 
die Temperatur des Ofens ist jetzt auf etwa 550° gesunken — den 
Tiegel herausnehme. Nach volistdéndigem Erkalten wird der Rand 
des Tiegels mit etwas jodfreier Vaseline eingefettet, der Salzriickstand 
quantitativ in ein 50-ccm-Erlenmeyerkélbchen tiberfiihrt und wie 
bekannt weiter verarbeitet. Wichtig fiir das Gelingen bei diesem 
Vorgehen ist, daB der Muffelofen nur fiir das Gliihen der Jodanalysen 
und nicht auch zur Veraschung anderer Substanzen gebraucht wird — 
eventuel] mu8 der Ofen durch Gliihen bis auf etwa 1000° vorbehandelt 
werden —, und daB das Uberfiihren des Salzriickstandes in das Erlen- 
meyerkélbchen mit der nétigen, Vorsicht gemacht wird, damit nicht 
etwa etwas von der Vaseline ins Kélbchen gelangt. 


Zum SchluB méchte ich noch einige Details erwaihnen, die nach 
meiner Erfahrung bei der Zubereitung der Reagenzien wichtig sind. 
Den Alkoho] destilliere ich in Kolben mit eingeschliffenem Glasstépsel 
und gleichfalls eingeschliffenem Kihler tiber, da ich die Beobachtung 
gemacht habe, daB insbesondere bei Verwendung von Gummi als 
VerschluBstiick wahrend der Destillation leicht organische Substanzen 
herausgelést werden, die beim Ubergliihen des Salzriickstandes stérend 
wirken kénnen. Zur Chlorierung ist eine sehr konzentrierte Chlor- 
wasserlésung erforderlich, da infolge des Nitratzusatzes ungleich mehr 
Chlor zur Oxydation verbraucht wird als bei der Originalmethode. 
Am besten verwendet man zur Zubereitung des Chlorwassers ein Glas- 
gefaB, das an der einen Seite einen eingeschliffenen Glasstépsel, an 
der anderen einen Ablaufhahn hat. Achtet man darauf, daB durch 
das sich entwickelnde Chlor saémtliche Luft aus dem Gefa8 verdrangt 
wird, so hat man ein stark iibersittigtes Chlorwasser, von dem 1, bis 
leem zur Oxydation des Nitrits wie des Jods vollstandig geniigen. 
Gleichzeitig bleibt das Chlorwasser bis fast auf den letzten Rest ver- 
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wendbar, auch wenn es eine Reihe von Tagen aufbewahrt wird. Lic 
Starkelésung bereite ich taglich frisch. Wichtig ist hierbei das scharfc 
Abkiihlen unter der Wasserleitung, nachdem die Starkelésung 1 Minute 
im Sieden erhalten worden ist, und Verwendung nur erstklassiger 
wasserléslicher Starke (Kahlbawm). Nur dann ist es méglich, eine 
einwandfreie Blaufarbung zu erhalten, die bei Zusatz von n/500 Natriun. 
thiosulfat aus der Mikropipette unter allmahlichem Abblassen direkt 
in farblos umschligt. Die sonst so oft zu beobachtenden rétlichen 
Zwischenstufen habe ich bei den stets absolut klaren Lésungen, wie 
man sie aus dem mit Na N O, versetzten und iibergegliihten Salzriickstand 
erhalt, bei Verwendung einer nach obigen Gesichtspunkten zubereiteten 
Starkelésung nur noch selten und schwach ausgepragt gesehen, wahren« 
ich frither infolge Ubertitration, die offenbar durch diese rétlichen 
Zwischenstufen hervorgerufen worden war, des éfteren sicher zu hohe 
Jodwerte erhalten hatte und die Analysen wiederholen muBte. 


Literatur. 
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Zur Frage des Einflusses geistiger Ermiidung 
auf die Ausscheidung organischen Phosphors durch den Harn. 


Von 
L. E. Taranowitsch. 


(Aus dem Laboratorium fiir Biochemie bei der weiBrussischen Staats- 
universitét zu Minsk.) 


(Eingegangen am 13, Februar 1928.) 


Die Frage des Einflusses der geistigen Arbeit auf den Phosphor- 
austausch ist schon mehrmals der Gegenstand wissenschaftlicher 
Forschungen gewesen. 


Ihr Ergebnis war die Erkenntnis, daB der Phosphoraustausch bei 
geistiger Ermiidung steigt und hiermit verbunden auch ein verstarktes 
Ausscheiden anorganischer Phosphate in Harn geschieht (Sthtscherbak, 
Mere, Florence). Doch werden auBer den anorganischen Phosphaten durch 
den Harn auch organische Verbindungen des Phosphors ausgeschieden, 
hauptsachlich die Glycerophosphate (Sotnitschewski, Zuelzer, Keller, Ceconi, 
Oertel, Lepine, Eimonnet, Symmers, Woronin). Die Menge dieser organischen 
Phosphorverbindungen bildet in der Norm nach Symmers 1°% der Gesamt- 
menge aller Phosphate des Harns (der sogenannte Koeffizient von Symmers), 
doch bei einigen Erkrankungen (Tuberkulose, lymphatischer Leukémie 
der Pneumonie und dem Riickfall- und Unterleibstyphus, nach einem 
Sinken der Temperatur, Tabes dorsalis, Ataxia cerebellaris), ebenfalls 
nach einer Ather-, insbesondere aber nach einer Chloroformnarkose andert 
sich dieses Verhaltnis der anorganischen und organischen Phosphor- 
verbindungen im Harn, naémlich in der Richtung eines Wachsens des 
Koeffizienten von Symmers. Zugleich gibt es Hinweise darauf, da8 bei 
einigen psychischen Erkrankungen und sogar bei Erlebnissen, die mit 
einer allgemeinen Erschépfung verbunden sind, im zentralen Nerven- 
system ein verstirktes Zerfallen der organischen Phosphorverbindungen 
vor sich geht (Juschtschenko, Lenz). Wenn wir in Betracht ziehen, daB 
bei geistiger Arbeit der Phosphoraustausch steigt, bei dem, wie man an- 
nehmen mu8, auch die phosphororganischen Verbindungen des Gehirns 
teilnehmen, auch daB die Oxydierungsprozesse bei einer geistigen Ermiidung 
schwacher werden (Schischerbak), so ist es zu erwarten, daB die Menge der 
organischen Phosphorverbindungen, die im Harn ausgeschieden wird, 
folglich auch der Koeffizient von Symmers, bei angestrengter geistiger 
Arbeit steigen wird. 


Um dies nachzupriifen, warden von mir Untersuchungen betreffs 
Menge der organischen Phosphate im Harn einiger Personen angestellt, 
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die sich mit geistiger Arbeit beschaftigt hatten, wobei bei einigen 
Versuchspersonen der organische Harnphosphor, sowohl in der Pericde 
der Ermiidung als auch nach der Ruhe bestimmt wurde. 

Die Untersuchung wurde auf folgende Weise vorgenommen. 


Der Harn wurde gewéhnlich von Morgen zu Morgen gesammelt. Nach 
Messen der taglichen Harnmenge und Bestimmung des spezifischen Gewichts 
und der Reaktion und Priifung auf den Gehalt an pathologischen Elementen 
wurde die Menge des Gehalts an anorganischen Phosphaten sowohl als auch 
an Phosphor im ganzen festgestellt. Die Bestimmung der Menge anorganischer 
Phosphate wurde nach dem Titrierverfahren von Neubauer vorgenommen 
und bestand in folgendem: Es wurden vermittelst einer Pipette 50 ccm 
Harn abgemessen und dann in einen Kolben umgefiillt. Nach Hinzu. 
fiigen von 5ccm essigsaurer Natriummischung (10g Natrium aceticum 
auf 100 ccm 30% iger Essigsfure) wurde der Harn zum Sieden gebracht 
und in hei8em Zustande mit einer Lésung von salpetersaurem Uran (1 ccm 
0,005 P,O,) so lange titriert, bis ein Tropfen des zu titrierenden Harns, 
auf eine Porzellantafel gebracht, mit einem Tropfen 10%iger, frisch zu- 
bereiteter Lésung von gelbem Blutlaugensalz eine braune Farbenreaktion in 
den feinen Rinnsalen ergab. Die Kubikzentimetermenge des salpetersauren, 
zur Reaktion verwendeten Urans wurde mit 0,005 multipliziert, und die 
erhaltene GréBe driickte die Menge an P, O, in 50 ccm des zu untersuchenden 
Harns aus. Von hier aus wurde dann die ausgeschiedene Tagesmenge 
von P,O, berechnet. 

Zur Bestimmung der gesamten P,O,-Menge wurden 25ccem Harn 
abgemessen, zu denen 6g Verbrennungsmischung hinzugefiigt wurden, 
die aus Salpeter und Soda bestand (1:3), das Ganze abgedampft uni 
dann der Riickstand gegliiht. Die hierbei erhaltene Schmelze wurde unter 
Erwarmen in Wasser gelést, zu dem Essigséure so lange hinzugefiigt wurde, 
bis die Bildung von Kohlenstoffblaschen aufhérte. Zu der erhaltenen Lésung, 
die eine schwachsaure Reaktion hatte, wurden 5ccm Natrium aceticum- 
Mischung hinzugefiigt und die Fliissigkeit, wie vorher, mit salpetersaurem 
Uran titriert. Von der gefundenen gesamten im Harn ausgeschiedenen 
Phesphormenge wurde die auf anorganische Verbindungen entfallende 
P, O,-Menge abgezogen und die Differenz fiir die in organischen Verbindungen 
enthaltene P,O,;-Menge angenommen. 

Fiir die weiteren Untersuchungen muBte ich zur Bestimmung der 
gesamten im Harn ausgeschiedenen P,O,-Menge ein anderes Verfahren 
benutzen, welches in folgendem bestand: 20 ccm Harn wurden im Kolben 
zusammen mit einem Séuregemisch, bestehend aus starker Schwefel- und 
Salpetersfure (1:1) verbrannt (vom Séuregemisch wurden ungefahr 
20 ccm genommen). Die Zersetzung ging unter schwachem Erwarmen vor 
sich und wurde bis zu vélliger Entfarbung der Fliissigkeit fortgesetzt, die 
danach mit Wasser verdiinnt und bis zum Aufhéren der Ausscheidung von 
braunen Dampfen gekocht. Nach Erkalten wurde die Fliissigkeit in ein 
Glas gefiillt und mit Ammoniak neutralisiert, das zur Verhiitung starker 
Erwarmung in kleinen Portionen aufgefiillt wurde. Dann wurde der Fliissig- 
keit eine iiberschiissige Menge von Magnesiagemisch (5,0 MgCl,, 7,5 NH,C! 
auf 100cem Ammoniakwasser) hinzugesetzt, um die Phosphate nieder- 
zuschlagen. Der hierbei erhaltene Niederschlag wurde 24 Stunden stehen- 
gelassen, dann filtriert, mit Ammoniakwasser gewaschen und getrocknet. 
Nach dem Austrocknen wurde der Niederschlag mit dem Filter in einen 
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Porzellantiegel gebracht, der auf schwachem Feuer bis zur Verbrennung 
des Filters erwirmt wurde. Die hierbei entstandene Asche wurde mit 
einigen Tropfen Salpeterséure angefeuchtet und der Tiegel von neuem auf 
kleiner Flamme bis zur Verdunstung der Salpeterséure und dann nochmals 
bis zur Erzielung eines konstanten Gewichts erwirmt. Die Gewichtsziffer 
des Riickstandes wurde mit 0,6376 multipliziert, das ist (sie +) 
und die erhaltene Zahl fiir die in 20cem Harn enthaltene P,O,-Menge 
angenommen und von hier aus die Tagesmenge des ausgeschiedenen P,O, 
errechnet. Das beschriebene Verfahren ist kein ganz exaktes, da der Nieder- 
schlag nicht nur Magnesium-Pyrophosphat enthalt, nach welchem die 
Berechnung vollzogen wurde, sondern auch andere Salze (Calcium-Eisen- 
phosphate), infolgedessen eine etwas héhere Ziffer als die wirkliche das 
Ergebnis war. Um die Bedeutung dieses Fehlers etwas herabzumindern, 
bestimmte ich die Menge des anorganischen Phosphors im zu untersuchenden 
Harn auBer durch Titrierung mit salpetersaurem Uran auch auf die be- 
schriebene Weise. Hierzu wurden 20cem mit Ammoniak ausgelaugten 
Harns mit einer iiberschiissigen Menge von Magnesiumgemisch aufgefiillt, 
wobei ein Niederschlag von Phosphaten ausfiel, der 24 Stunden stehen- 
gelassen wurde. Darauf wurde der Niederschlag filtriert, mit Ammoniak- 
wasser gewaschen, getrocknet und bis zu konstantem Gewicht erwarmt. 
Nach Feststellung des Gewichts des erwarmten Niederschlags, der im ganzen 
fiir Mg,P,O, genommen wurde, wurde, wie friiher erwahnt, die auf an- 
organische Phosphorverbindungen entfallende P,O,-Menge bei einer Harn- 
menge von 20ccm berechnet, und dann die auf die Tagesmenge entfallende. 
Hierbei wurde angenommen, da8 hier derselbe Fehler gemacht wurde 
wie bei der Bestimmung der Gesamtphosphormenge. 


Obgleich es schwierig ist, auf Grund einer solchen geringen Anzahl 
von Versuchen, die auBerdem noch mit Hilfe von nicht ganz exakten 
Methoden veranstaltet wurden, bestimmte Schliisse zu ziehen, so laBt 
sich doch folgendes bemerken: 


Erstens laB8t sich in einigen Versuchen eine Bestatigung der Meinung 
friiherer Forscher finden, daB die Menge des organischen Phosphors 
im Harn nicht vom organischen Phosphorreichtum der aufgenommenen 
Nahrung abhangig ist. So erhielt ich im Versuch 2 mit dem Studenten 7’. 
bei Verabreichung von Erbsen, die reich an Lecithin (0,2% nach 
Slowzow) und EiweiBphosphor (0,4% nach Slowzow) sind, nur eine 
Vermehrung der Menge von anorganischen Phosphaten, die Menge 
von organischem Phosphor im Harn war geringfiigig. So wurden 
auch im Versuch 8, ungeachtet dessen, daB die Versuchsperson Eier 
als Nahrung aufnahm, die reich an Lecithin und EiweiSphosphor sind, 
im Urin nur Spuren von Phosphaten aufgefunden. Zweitens erhéhen 
sich in allen Fallen anhaltender geistiger Arbeit, verbunden mit Er- 
miidung, die Menge des im Harn ausgeschiedenen organischen Phosphors 


= P,0, ore 4) Besonders erhéht 
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und der Symmereésche Koeffizient 


ist dieser Koeffizient bei W. S., 14 Jahre alt, bei dem er bei Ermiidung 
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16,6% betragt und nach der Erholung bis auf 4 baw. 2%, sinkt. Hangt 
diese Erhéhung des Symmersschen Koeffizienten von der erhéhten 
Intensitét der Austauschprozesse im Gehirn oder in anderen Geweben 
des Organismus ab oder von der Abschwachung der Oxydations- 
prozesse unter EinfluB einer bei der Versuchsperson bestehenden 
Animie? Ob das mit dem jugendlichen Alter und der ihm eigenen 
erhéhten Eindrucksfahigkeit zusammenhangt, ist auf Grund einer 
Beobachtung schwer zu entscheiden; hierzu ist Beobachtung an einer 
groBen Zah] Versuchspersonen jugendlichen Alters erforderlich. Ebenso 
fallt die Gesamtausscheidung von Phosphor und die seiner organischen 
Verbindungen nicht zusammen. So ist beim Studenten 7’. (Versuche 1 
und 2) in Versuch 2, ungeachtet des Ansteigens des gesamten P,O,, 
die Menge des organischen Phosphors geringer. Beim Schiiler 8. erhéht 
sich die Menge des organischen Phosphors wahrend der Arbeit um 
viermal, die Menge des gesamten Phosphors nur um 1,05mal; beim 
Arzt T. ist die Menge des organischen Phosphors in der Arbeitsperiode 
neunmal gréBer als in der Ruheperiode und die Gesamtphosphor- 
menge nur 1,3mal. 

Somit hangt der Austausch an organischem Phosphor bei geistiger 
Arbeit nicht vom Gesamtphosphoraustausch ab, und wenn sich dieser 
Satz durch weitere Versuche bestatigt, so ist seine Erklarung, wie 
mir scheint, im spezifischen Charakter der Austauschprozesse zu suchen, 
welche geistige Arbeit begleitet, und hauptséchlich muB das Augen- 
merk auf den erhéhten Austausch von phosphorhaltigen Gehirn- 
eiweiBen gerichtet werden. Hierbei kénnen Katabolie- und Metabolie- 
prozesse gleichzeitig vor sich gehen, aber der Organismus wird mit 
Abfalistoffen derart tiberladen, daB deren Verarbeitung nicht mit 
ihrer Ansammlung Schritt halt. 
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Zur Mikrobestimmung des Blutzuckers. 
Von 
Kurt Dresel. 
(Aus der II. medizinischen Universitaétsklinik der Charité, Berlin.) 
(Eingegangen am 13. Februar 1928.) 


In einer friiheren Mitteilung' habe ich zusammen mit Rothmann 
zeigen kénnen, daB die Hagedorn-Jensensche Methode zur Bestimmung 
des Blutzuckers? nicht an Genauigkeit einbiBt, wenn man sie in 
der Weise modifiziert, daB man das Blut, wie wir es von der Bangschen 
Methode her gewohnt sind, in die Léschpapierblattchen aufsaugt, 
das Gewicht des entnommenen Blutes mit der Torsionswage bestimmt 
und nun das Blattchen in die Zinkhydroxydlésung tiberfiihrt. 

Trotz der widersprechenden Resultate von Diaz und Cuenza® 
scheint sich diese Methode in vielen Laboratorien eingebiirgert zu haben. 
Ich verweise z. B. auf die Ausfiihrungen von Dingemanse* aus dem 
Amsterdamer pharmako-therapeutischen Institut. Die Vorteile der 
Methode liegen auf der Hand. Sie erméglicht uns erst, die so aus- 
gezeichnete Hagedorn-Jensensche Zuckerbestimmung auch bei kleinen 
Versuchstieren zu verwenden. 

Wir haben dann spiater® mitgeteilt, daB man sogar das Blut in 
den Blattchen eintrocknen lassen kann, und daB die Bestimmung 
einige Tage spater noch die gleichen Resultate wie bei sofortiger Unter- 
suchung ergibt. Auch diese Methode bietet fiir manche Zwecke grobe 
Vorteile, insbesondere ist der Praktiker in der Lage, eventuel] mit 
einer 0,l-ccm-Pipette das Blut seiner Patienten zu entnehmen, es 
auf ein Blattchen auszublasen und dieses nach Eintrocknen des Blutes 
an eine Untersuchungsstelle zu senden. 





1 K. Dresel und H. Rothmann, ebendaselbst 146, 538, 1924. 

2 H.C. Hagedorn und B.M. Jensen, ebendaselbst 185, 46, 1923; 
187, 92, 1923. 

3 Diaz und Cuenza, ebendaselbst 158, 97, 1924. 

‘ Dingemanse, ebendaselbst 154, 483, 1924. 

5 K. Dresel und H. Rothmann, ebendaselbst 157, 172, 1925. 
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Gegen ein derartiges Vorgehen hat sich Salomon! gewandt. Er 
hat im Brahnschen Laboratorium im Krankenhaus Friedrichshain 
unseren Befunden so widersprechende Resultate erhoben, daB man 
auf den ersten Blick die Uberzeugung gewinnt, daB ein Unterschied 
in der verwandten Methode seinen Werten zugrunde liegen muB. 

Die prozentuale Abnahme der gefundenen Zuckerwerte bei spiterer 
EnteiweiBung, wie sie Salomon aus seinen Werten berechnet, ist in 
Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle I. 





Zeit der EnteiweiBung | Abnabme der Zuckerwerte 


%} 

Nach 15 Min. 7,7 
- 2 Std. 14,35 

‘ o 16,6 

” @&» 25,5 

n 24 32,7 

=. aa 57,5 

», cue « 47,4 

a } 78,0 


Wenn wir nach 4 Tagen? bei unseren Untersuchungen noch den 
gleichen Zuckerwert gefunden haben und Salomon eing Abnahme 
um 78 %, so wire es woh] zweckmaBig gewesen, uns tiber unsere Methode 
zu befragen. 

DaB ich nicht friiher auf die Mitteilung von Salomon geantwortet 
habe, erklart sich dadurch, daB ich auf eine reine Polemik verzichten 
wollte. Ich habe die verschiedenen Modifikationen der Hagedorn- 
Jensenschen Methode noch einmal einer griindlichen Priifung unter- 
zogen und bin dabei zu Ergebnissen gekommen, die mir wichtig genug 
erscheinen, im Zusammenhang besprochen zu werden. 

Zunichst aber zur Rechtfertigung unserer friiher mitgeteilten 
Befunde eine Zusammenstellung einiger neuerdings angestellter Versuchs- 
reihen (s. Tabelle IT). 

Diese Tabelle kénnte beliebig vergréBert werden. Sie zeigt als 
gréBten Verlust in Versuch 11 eine Abnahme um 61, % und eine durch- 
schnittliche Abnahme um etwa 244%. Diese Werte liegen beinahe 
innerhalb der Fehlergrenzen der Methode. 

Wenn bei Salomon die Zuckerverluste nach 24 Stunden in finf 
Versuchen zwischen 22,7 und 55 % schwanken und der durchschnittliche 
Jerlust 32,7 ° betragt, so muB das einen Grund haben, dessen Auf- 
deckung Salomon nicht einmal versucht zu haben scheint. 


1 K. Salomon, diese Zeitschr. 178, 228, 1926. 
2 Dresel und Rothmann, |. c. 
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Tabelle II. 
In Fink oie ~~ J : rt Vv - 
eriust 
Versuch nach nach nach nach nach %, 


nach 
| sofort | 15Min. 30Min. 1 Std. | 2Std. 24Std. | 72 Std. 


/ 


1 | 6,078 0,087 | 0,078 | 0,081 0,081 0,083 | 0,078 | 0 
2/013 | — | 0185 | 0198 | 0187 | 0129) — || 4%, 
3 | 0,165  — | 0,164 | 0,169 | 0,167 0,169 — | 0 
4 | 0,175 — 0,175 | 0174 0,168 0,167 — | 4%, 
5 | 0,175 _ — | 0178 0174 0,172 — | 1%, 
6 0200 — 0,200 | 0,200 0,203 0,201 — | 0 
7 | 0208; — | — | 0,205 | 0,202 , 0,198 — | 5 
8 | 0,222 — | — | 0217 | 0,218 | 0,220 — |2 
9 | 0,223 — | — | 0,220 | 0,216 | 0,226 — | 0 
10 | 0,223 — 0,223 | 0,221 0,215 0,218 — | &% 
11 | 0229; — | — | 0,214 | 0214 0,214 — | 6%, 
12 | 0269, — — | 0269 0260 0,259 — | sy, 


Ich glaube, ihm seinen Fehler nachweisen zu kénnen. Er schreibt, 
daB er die frisch mit Blut getrankten Blattchen ,,trocken in mit Kork- 
stopfen verschlossenen Glasréhrchen‘‘ aufbewahrt hat. In ver- 
schlossenen Glasréhrchen kénnen die Blattchen natiirlicherweise 
niemals trocknen. 

Wir haben die Blattchen immer an Stecknadeln aufgehingt und 
lufttrocken werden lassen. Schon auBerlich kann man an der Farbe 
leicht den Unterschied derartiger mit Blut getrankter Blaittchen von 
solchen in zugekorkten Glasréhrchen erkennen. Es ist  begreiflich, 
daB die feuchte Atmosphare in den zugekorkten Reagenzglisern die 
glykolytischen Prozesse in Gang halt. In der Tat zeigen folgende 
Versuche, daB die Zuckerwerte dieser Blattchen im Gegensatz zu den 
lufttrockenen schnell abnehmen (s. Tabelle ITT). 


























Tabelle III. 
thats 0% Rudherwent "ed , | Verlust 
ach | mach «= s,s pach 2Std. nach 24 Std. 
sofort 2 Std. 26 Sed. | art %F, Fy 
Lufttrocken . . | 0,288 0,278 0264 | 8, 61/, 
In zugekorktem | 
Reagenzglas . | | 0,259 0,178 || 8%, 37 


Aus weiter unten mitgeteilten Befunden wird sich ergeben, dab 
es sich bei der Zuckerabnahme der in Reagenzglisern aufbewahrten 
Blutblattchen in der Tat um eine Glykolyse handelt, wahrend der 
geringe Zuckerverlust der lufttrockenen Blattchen andere Ursachen hat. 

Wenn auch die mit unserer Methode erhaltenen Werte fir viele 
Zwecke vdéllig ausreichen, insbesondere fiir den Praktiker, fiir den 
selbst 10%, Unterschied keine Rolle spielen, erschien es mir doch 
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zweckmaBig, die Methode eventuel] so zu verbessern, daB sie allen 
Anforderungen, auch des wissenschaftlichen Laboratoriums, geniigt. 

Es lag nahe, daran zu denken, daB die geringe, deséfteren beob- 
achtete Abnahme der Zuckerwerte auf einer Glykolyse beruht, die 
so lange wirksam ist, bis véllige Trockenheit der Blattchen eingetreten ist. 

Aus diesem Grunde habe ich eine Anzahl] Blattchen mit einer 
0.1 %igen NaF-Lésung getrinkt und die auf diese Weise erhaltenen 
Werte mit denen der nicht vorbehandelten Blutblattchen verglichen. 
Ein derartiger Versuch ist in Tabelle IV wiedergegeben. 








Tabelle IV. 
wade ieee Blutzucker 
ohne NaF | mit NaF 
Sofort in Zinksulfat-Natronlauge ........ 0,229 | 0,227 
Nach 1 Std. in Zinksulfat-Natronlauge .... . 0,214 | 0,220 
“he oer So oe ak Ace & 0,214 0,214 
= > ie aise tet “ww ADE, OnLy, 0214 | 0,208 


Dieser Versuch und eine Anzahl gleichartiger zeigen, daB das 
die Glykolyse verhindernde Natriumfluorid die Abnahme der Zucker- 
werte nicht aufhalt. Somit muBte angenommen werden, da der Zucker 
in den Blattchen nicht durch Glykolyse zerstért, sondern eventuell 
bei der EnteiweiBung nicht extrahiert worden ist. 

Ich ging daher dazu iiber, die Kochdauer zu verlangern. Dabei 
ergab sich ein héchst tiberraschendes Resultat: 3 Minuten Kochen 
reicht auch fiir die urspriingliche Hagedorn-Jensensche Pipettenmethode 
in einem Teil der Fdlle nicht aus. 

Hagedorn wnd Jensen geben nur an, da ,,das Praparatglas in 
siedendem Wasserbad 3 Minuten erhitzt‘‘ werden mu. Kontroll- 
bestimmungen mit langerer Kochdauer haben sie nicht mitgeteilt. 

Demgegeniiber méchte ich in Tabelle V die Ergebnisse einiger 
Untersuchungsreihen mit verschiedener Kochdauer zusammenstellen. 
Die Methodik hier wie in allen weiteren Versuchen war die, daB von 
den Patienten aus der Vene Blut entnommen wurde, das durch Oxalat 
ungerinnbar gemacht wurde. Von diesem Blute wurden je 0,1 ccm 
fiir jede Bestimmung mit der Pipette abgemessen. Dieses Verfahren 
eignet sich fiir Vergleichsuntersuchungen deswegen besser als die 
direkte Pipettenentnahme, weil hierdurch immer die gleiche Zucker- 
konzentration des Blutes garantiert ist. Bei zahlreichen direkten 
Entnahmen aus dem Ohrlappchen kénnte sich der Blutzuckerwert 
andern. Auch bewirkt verschieden starkes Herausdriicken des Bluts- 
tropfens Schwankungen in der Blutzusammensetzung. 
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Tabelle V. 





in | Kochzeit 
r. |r 
| 3Min. | 6Min. | 10Min. | 15 Min. | 20Min. | 30 Min. | 40 Min, | 50 Min. 








1 | 0,172 | 0170 0176 0,180 _ ae Ce a 
2 0,236 0,240 _ 0,244 _ 0,250 —_ _ 
8} 01608; — _ — _ e177 | — - 
4/1 01%; — 0,125 _ 0,124 | 0,127 | 0,128 _ 
5 | 0199; — -_ _ — 0,192 | 0,196 0,194 
6] 01738 | — _ — ~ 0,184 | 0,183 0,183 
7 0,185 = _ = 0,135 | 0185 0135 


Diese Versuche zeigen, daB insbesondere dann, wenn der Blut- 
zucker erhéht ist, durch langeres Kochen des Blutes in der Zinksulfat- 
natronlauge die Menge der reduzierenden Substanzen um etwa 5 bis 
6 % ansteigen kann, bis nach 30 bis 40 Minuten das Maximum erreicht ist. 

Handelt es sich hierbei um Zucker oder um andere Bestandteile 
des Blutes, die erst bei lingerem Kochen aus den Blutkérperchen 
frei werden? Diese Frage ist schwer zu entscheiden, da es ja nicht 
geniigt, Kontrollen mit Zuckerzusatz anzustellen, wie das Hagedorn 
und Jensen getan haben. Trotzdem dieser zugesetzte Zucker bei 
3 Minuten langem Kochen vollstandig in das Zinksulfat-Natronlauge- 
filtrat hineingeht, kénnten doch in den roten Blutkérperchen schwerer 
extrahierbare reduzierende Substanzen enthalten sein. 

DaB es sich bei den héheren Blutzuckerwerten nach Jangerer 
Kochdauer nicht um Abspaltung reduzierender Gruppen der EiweiS- 
stoffe handelt, scheint mir daraus hervorzugehen, daB vergleichende 
Untersuchungen mit Serum niemals, selbst nach 50 Minuten langem 
Kochen, héhere Zuckerwerte ergaven. Es ist wohl doch am wahr- 
scheinlichsten, daB in manchen Fallen der Zucker linger in den Blut- 
kérperchen festgehalten wird, und es erscheint daher angebracht, 
daB in Zukunft bei der Verwendung der sonst so ausgezeichneten 
Hagedorn-Jensenschen Zuckerbestimmung auf eine Kochdauer von 
mindestens 30 Minuten in der Zinkhydroxydlésung Wert gelegt wird. 

Ich habe diesen Befund erhoben, als ich daran ging, die mit Blut 
getrankten und getrockneten Léschpapierblattchen langere Zeit zu 
kochen, um festzustellen, ob das geringe Absinken der Zuckerwerte, 
wie es bei unserer Modifikation zu beobachten ist, sich hierdurch 
vermeiden JaBt. 

DaB das in der Tat der Fall ist, zeigt folgender Versuch: 


In viermal zwei Reagenzglaschen mit Zinksulfat-Natronlauge wurden 
je 0,lcem Oxalatblut mit der Pipette abgemessen. AuSerdem wurden 
16mal zwei Léschpapierbléttchen mit je 0,lccm Oxalatblut getrankt. 
Die viermal zwei Reagenzglaschen und ebenfalls viermal zwei Léschpapier- 
bléttchen wurden sofort weiterverarbeitet, und zwar wurden je zwei von 


30 


lay 


vo 
30 
we 
W 


un 


zu 


au 
in 


8¢ 
ist 





bis 
st. 


en 
ht 
rn 
re] 
'e. 
eT 


n 





Mikrobestimmung des Blutzuckers. 471 


jeder Versuchsreihe 3 Minuten, 6 Minuten, 15,Minuten und 30 Minuten 
gekocht. Der Rest der mit Blut getrankten Bléttchen wurde in der gleichen 
Weise nach 24 Stunden, 48 Stunden, 72 Stunden untersucht. 

Das Resultat saimtlicher Untersuchungen ist in Tabelle VI zu- 
sammengestellt . 








Tabelle VI. 
: Ohne Blattchen| Mit Blttchen 
Kochdaver \-—-— 
sofort sofort nach 24 Std. nach 48 Std. nach 72 Std. 
3 Min. | 9'5aa} 0,236 000) 0,289 | 2H oan W333) 0,222 | Sop} 0,220 


f 
| 

oe Oog0} 0.240 Daa} 0.244 | 0280) agp 0:22} 0225  g'ap9} 0.222 
| 


0,245 0,245 0,230 0,228 
343} 0.244 | 0,244 | $340} 0.289 | 0280 | bop} 0,227 


0.243 
sia 0,247) gone | 0,249 0,248) 0,246) o oar 
0 0249} 0.250 D247) C247 | O'S49} 0.249 0246! o.sas | 0246 | 0.247 


Dieser Versuch zeigt einmal das Ansteigen der Zuckerwerte bei 
langerer Kochdauer auch ohne Blattchen, er zeigt das sehr mabBige 
Absinken der Blattchenwerte bei 3 Minuten Kochdauer im Verlauf 
von 24 bis 48 und 72 Stunden, er zeigt aber vor allem, daB bei 
30 Minuten Kochdauer auch noch nach 72 Stunden der gleiche Zucker- 
wert erreicht wird, wie bei sofortiger Verarbeitung der Blattgqhen. Die 
Werte schwanken zwischen 250 und 247 mg- %, das ist eine Abweichung 
um etwa 1 %,, ein Fehler, wie er bei Mikromethoden woh] kaum je kleiner 
sein kann. 

Das Ergebnis weiterer derartiger Versuche ist in Tabelle VII 
zusammengestellt . 





Tabelle VII. 
30 Minuten Kochdauer bei der EnteiweiBung (mit Blattchen). 
Nr. Sofort | Nach 24Std. Nach 48 Std. Nach 72 Std. 
1 0,286 0,285 -- -- 
2 0,198 0,199 0,197 0,199 
3 0,231 0,235 0,231 0,240 
4 0,127 -- 0,133 0,131 


RegelmaBig erhalt man demnach einwandfreie Blutzuckerwerte 
auch mit der Blattchenmethode, ganz gleich, wann man die Blattchen 
in die EnteiweiBungsflissigkeit hineinbringt, wenn man die Koch- 
dauer auf 30 Minuten verlingert. Wie wir angenommen haben, ver- 
schwindet also der Zucker beim Trocknen der Blattchen nicht, er 


ist nur etwas schwerer zu extrahieren. 
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Anders verhalt es sich bei der von Salomon verwandten Methode 
Bewahrt man die mit Blut getrinkten Blattchen in zugekorkten 
Reagenzglasern auf, so geht durch Glykolyse Zucker verloren, und 
auch bei langerem Kochen erhélt man keine richtigen Werte (siche 
Tabelle VITI). 

Tabelle VIII. 


30 Minuten Kochdauer bei der EnteiweiBung. 





| Blattchen, frei én Luft. 
zuge cungesetet 


Blittchen in zugekorkten 
ine kee. S| 025 2|~C«dS 0,186 


oy 





Nach 24 Stunden hat also der Zucker in den in zugekorktem 
Reagenzglas aufgehobenen Blattchen um etwa 35°, abgenommen. 

Zum Schlu8 méchte ich noch erwahnen, daB es sich bei den Unter- 
suchungen als vorteilhaft herausgestellt hat, die zur Verwendung 
kommenden Léschpapierblaéttchen mit destilliertem Wasser mehrfach 
auszukochen und zu trocknen. Der Leerwert nahert sich dann sehr 
dem der verwendeten Lésungen, vor allem aber ist er bei den einzelnen 
Blattchen konstanter, und dadurch gewinnen die Bestimmungen 
erheblich an Genauigkeit. 


Zusammenfassung. 


Bei 24stiindigem trockenen Aufbewahren der mit Blut getrankten 
Léschpapierblattchen betragt der Verlust an Zucker, bestimmt nach 
der Hagedorn-Jensenschen Methode, durchschnittlich 21 %. 

Der durchschnittliche Verlust von 32,7 %, den Salomon beobachtet 
hat, erklart sich dadurch, da8 dieser Autor die Blattchen in zugekorkten 
Glaschen, also in feuchter Atrhosphire, aufgehoben hat, wodurch eine 
Glykolyse dee Blutes erméglicht wird. 

Bei Kontrolluntersuchungen ergab sich, daB auch bei der ur- 
spriinglichen Hagedorn-Jensenschen Methode die Kochdauer von 
3 Minuten in der Zinkhydroxydlésung oftmals zu gering ist. Die Werte 
bei 30 Minuten langem Kochen kénnen in vereinzelten Fallen etwa 
6 % hoher liegen. Hieraus wird geschlossen, daB der Zucker in 3 Minuten 
nicht véllig aus den roten Blutkérperchen extrahiert wird. 

Kocht man 30 Minuten, so findet man auch bei der von Dresel 
und Rothmann vorgeschlagenen Blattchenmethode nach mehrtagigem 
Aufbewahren der trockenen Blutblattchen genau die gleichen Blut- 
zuckerwerte wie bei sofortiger Untersuchung. 
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Beitrag zum Glykolyseproblem. 


(Bemerkungen zu den Arbeiten von Béla Rohny und Zoltin Aszédi in 
dieser Zeitschr. 192, 1 und 8, 1928.) 


Von 


W. Raab. 
(Aus der propédeutischen Klinik der deutschen Universitét in Prag.) 
(Bingegangen am 15. Februar 1928.) 


Durch die interessanten Beobachtungen von Rohny und Aszdédi 
iiber eine Zunahme der Zuckerkonzentration im Blute, insbesondere 
im Blutserum in vitro, welche im Serum pankreasdiabetischer Tiere 
maximal deutlich ausgesprochen ist, steht das Problem intravasaler 
Faktoren in der Entstehung der diabetischen Hyperglykamie neuerlich 
zur Diskussion. 


Aszédi wirft die Frage auf: ,,Ist es nur einigermaBen wahrscheinlich, 
daB8 es zwei wesentlich verschiedene Vorgange seien, deren einer zum hohen 
Zuckerspiegel im ,kreisenden Diabetikerblut, der andere aber zu «iner 
fortschreitenden Zunahme der Zuckerkonzentration im Blute fiihrt, nachdem 
es dem Tiere entnommen wurde? {st es nicht weit plausibler anzunehmen, 
da8 im kreisenden wie auch in dem dem Tiere entnommenen Blute sowohl 
der zur Abnahme der Blutzuckerkonzentration fiihrende Vorgang 
(Glykolyse), wie auch der entgegengesetzt gerichtete, zur Zunahme der 
Blutzuckerkonzentration fiihrende Vorgang jeweils identisch ist; allerdings 
mit dem Unterschied, da8 im kreisenden Blute eine Art dynamischen 
Gleichgewichts zwischen den beiden Vorgangen besteht, in dem auBerhalb 
des Kérpers befindlichen Blute aber dieses Gleichgewicht gestért ist ?“ 

Auf die Widerspriiche in der Literatur beziiglich der Intensitét, ja 
iiberhaupt des Vorhandenseins der Glykolyse im Blute diabetischer In- 
dividuen ist bei Aszédi hingewiesen. Er selbst fand die Glykolyse im Oxalat- 
blut diabetischer Tiere eher staérker als normalerweise. 

Andererseits ist auch die Einwirkung des Insulins auf die Glykolyse 
in vitro mehrfach studiert worden. Alle einwandfrei durchgefiihrten dies- 
beziiglichen Versuche hatten ein vollkommen negatives Ergebnis (Zadie. 
Macleod und Noble, McCormick und Mitarbeiter, Hepburn und Latchford, 
Toeniessen, Viale u. a.). 


Biochemische Zeitschrift Band 194. 31 
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Die hier angefiihrten eigenen Daten stammen aus einer Versuchs- 
reihe aus dem Beginn der Insulinara (1923/24). Sie wurden damals 
nicht veréffentlicht, da die Beantwortung ihrer hauptsachlichsten 
Fragestellung durch das gleichsinnige Ergebnis der oben angefiihrten 
amerikanischen Arbeiten vorweggenommen worden war. Einige der 
Versuche diirften jedoch im Zusammenhang mit den Beobachtungen 
von Rohny und von Aszdédi von einem gewissen Interesse sein, um so 
mehr, als wir ja die Verhaltnisse unter Insulinwirkung im groBen 
ganzen als das Spiegelbild derer beim Pankreasdiabetes betrachten 
diirfen. 

Es gelangte durchweg Citratblut zur Verwendung, und zwar 
unter Zusatz einer 5°%igen Natriumcitratlésung im Verhaltnis 1: 10, 
was zwar nach Biirger fiir die Geschwindigkeit der Glykolyse nicht 
ganz gleichgiiltig ist, ohne diese aber prinzipiell zu verhindern. — 
Temperatur in vitro 37 bis 38°. 

Der Abfall der Zuckerkonzentration erfolgte direkt ohne Zwischen- 
steigerung sowohl im normalen als im Diabetikerblut (in letzterem 
allerdings in etwas flacherer Kurve). Insulin hat auf den Ablauf der 
Glykolyse hierbei weder im normalen noch im Diabetikerblut den 
geringsten Einflu8. (Als Beispiel s. Tabelle I.) 
































Tabelle I. 
| Meet | tan | 3h | 7h “cota | Bemerkungen 

0,066 | 0,043 | 0,003 | — 0,100 || Ohne Insulin 
Reeniel | 108 {fogs | 0,045 | 0,002 | — 04101 || Mie inetinwussts (1 E, aut 

100 ccm Blut) 

Schwerer 

Diabetes (mit 0.164 0,145 | 0,134 | 0,094 | — 0,070 || Ohne Insulin 
Lipamie von . 0,144 | 0,137 | 0,095 | — 0,069 || Mit Insulinzusetz (1 E. auf 

1,24%) 100 cem Blut) 














Aus der heute nicht mehr haltbaren Vorstellung heraus, Insulin 
kénnte die glykogenspaltende Wirkung des Blutes irgendwie beein- 
flussen, wurden weitere, ahnlich angeordnete Versuche mit Zusatz 
von Glykogen vorgenommen. Hierbei ergab sich ebenfalls eine voll- 
kommene Wirkungslosigkeit des Insulins. (Als Beispiel s. Tabelle IT.) 

Das zugesetzte, auf seine Nichtreduktion in der Bangschen Methode 
gepriifte Glykogen wird allmahlich zum Teil in Traubenzucker ver- 
wandelt, so daB die Zuckerkonzentration des Glykogenblutes die des 
Kontrollblutes standig iibersteigt, doch verfallt auch der auf diese 
Weise neu gebildete Zucker der Glykolyse in anfanglich ungefahr 
gleichem, spiter anscheinend rascherem Tempo als der praformierte 
Blutzucker (Tabelle IT). 
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Tabelle II. 
Anfangswert | 2h be et sh wok Shas Bemerkungen 
| 0,079 | 0,047 ra Kentretite ” e 
on Se 10°) 
z 0,088 0,127 | 0,097 Fees io ccm Bhat) vo 
z ap wie obe lasuli 
s | 0,124 0,097 + ores gen S.J shes + n 
= | Differenz zw. 
Az Kontroll- und | +0,048 | +0,050 5 — 
Glykogenblut | | 
Vgh | 12h | (2th 
0,138 0,067 | 0,036 | Kontroliblut 
Glyk 0,3 com einer 10° 
58 | | 0,180 | 0,123 0,054 . +,Gly Py vdeo Aad wl Joigen 
k (wie obe Insuli 
22 ? | 0,182 0,124 | 0,055 + See Je. shoe) + Insulin 
> 5 || Differenz zw. 
** | Kontroll-und | 0,043 | +0,057 “+0019 
| Glykogenblut | J 





* In physiologischer Kochsalzlésung. 


Das aus Glykogen gebildete Zuckerquantum steht innerhalb ge- 
wisser Grenzen in direkter Proportion zu der vorhandenen Glykogen- 
menge (vgl. Tabelle III). In der hier wiedergegebenen Versuchsgruppe 
verhalten sich die Glykogenkonzentrationen der einzelnen Blutproben 
wie 1:3:9, die zu gleicher Zeit neu gebildeten Zuckeriiberschiisse 
ebenfalls wie 1:3: 9. 





Tabelle III. 

_ ushesinanain nesta — 

mach 7Std. Cogent |= tle Giykogee | Giykogen 

O08 pe | ag 0,009 
, 0,1 ccm . ° - ‘ + , 

oor! | oB°, | sine 10% igen Liege {is | + 0007 

0140 (09 , | : | 09 | + 0,090 


Auch bei intravenéser Zufuhr von Glykogen steigt der Blutzucker 
langsam in einem AusmaB an, das méglicherweise durch eine intra- 
vasale Umwandlung in Dextrose erklart werden kann (vgl. hierzu die 
Arbeiten von Réhmann, Pavy, Tieffenbach, Béhm und Hoffmann u. a.). 
(Als Beispiel s. Tabelle IV.) — Wegen der enormen, sich nach Glykogen- 
injektion entwickelnden Hydramie muBten die Blutzuckerwerte, um 
einigermaBen verwertbar zu sein, auf der Basis des urspriinglichen 
Trockensubstanzwertes umgerechnet werden. 

Da fiir die von den ungarischen Autoren beobachteten hoch- 
gradigen Steigerungen der Zuckerkonzentration im Blute Glykogen 
als Muttersubstanz in derartigen Mengen nicht in Betracht kommt, 
sollte hier auf die Verhaltnisse bei Glykogenzusatz nur hingewiesen 
werden, um auf die Eventualitat irgendwelcher etwaiger Analogien 
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Tabelle IV. 
(Kaninchen, 1900 g.) 





BZ. Trocken- Bemerkung 


























B.Z. 
me substanz gerechnet auf T.S. 
0 0,132 19,2 0,132 | 20com einer 10/igen Glykogen- 
¥, || 0154 | 185 0,159 ! enng te cel. physiolog. Cl 
4 | 0,116 14,9 0,149 } 
s 0,124 46 0 0,163 
18 0,140 152 0,176 
23 | «(0,153 14,4 0,204 
27 | 0,152 42 =| 0,208 
80 —s- 0,147 13,5 0,209 
38 | 0.179 148 0.239 
43 0,170 13,8 0,236 
48 0,136 138 0,189 
52 0,145 14,3 0,194 
58 «0,165 438 0,226 
65 | 0,155 140 = | 0,219 


aufmerksam zu machen. — Die villige Indifferenz dem Insulin gegen- 
iiber einerseits, das ungefaihr gleichartige Verhalten im normalen und 
Diabetikerblut andererseits machen eine nahe Verwandtschaft der beiden 
Phanomene allerdings schon von vornherein nicht sehr wahrscheinlich. 

Was die auffallende Differenz in der Zuckerneubildungsfahigkeit 
des Gesamtblutes und des Serums betrifft, wie sie die ungarischen 
Autoren beschreiben, so sei hier an die Befunde von O. Loewi iiber 
die Beeinflussung der Glucoseaufnahme seitens der Erythrocyten durch 
das beim Diabetiker vermehrte Glykémin erinnert. Man kénnte sich 
vorstellen, daB die Muttersubstanz der von Rokny und Aszdédi ge- 
fundenen neu gebildeten Zuckermengen bei Trennung des Serums von 
den sie sonst absorbierenden zelligen Elementen des Blutes dem ver- 
mutlichen saccharifizierenden Agens wahrend der ganzen Versuchs- 
dauer uneingeschrankt zur Verfiigung stehe (vgl. die oben erwahnte 
Proportionalitaét), insbesondere in groBen Mengen im glykéminreichen 
Diabetikerserum, welches jene hypothetische Substanz von vornherein 
in abnorm geringem MaB8e, oder gar nicht an die Erythrocyten ab- 
zugeben imstande wire. 
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